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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Polypeptide eines p53-Protein-spezifischen murinena/|JT-Zell Rezeptors, diese kodierende Nukleinsauren und 
deren Verwendung 

@ Die Erfindung stellt Polypeptide eines eine p53-Protein- 
spezifische T-Zell Antwort vernnittelnden murinen a/p 
T-Zell Rezeptors oder funkrioneller Varianten oder Telle 
davon oder diesc kodierende Nukleinsauren, funktionelle 
I Varianten oder Teile davon zur Verfugung. Diese bewir- 
, ken, daS p53-Protein-exprimierende Zellen von T-Zellen, 
I die mit jenen Genen ausgestattet wurden, erkannt wer- 
den, Zytokine ausgeschuttet werden, und eine T-Zeli-in- 
duzierte Lyse und/oder Apoptose von Tumor- oder Leuk- 
amiezellen herbeigefuhrt wird. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung beirilTi Polypeplide dcs eine p53-Prolein-spezifische T-Zell-Aniworl vemiitlelnden, niurinen 
a/P-T-Zell-Re7£plors, diesc kodierende Nukleinsauren und deren Verwendung bei der Therapie, Diagnose und/oder Pra- 

5 veniion von mil p53-Proiein assoziienen Erkrankungcn. 

[0002] Die Antigencrkennung diircli T-Lyniphozyien (ZTL) isl enlscheidend fiir die Erzeugung und Regulierung einer 
eftekliven Ininiunantworl. Der charaklerislische T-Zellinien-Marker isl der T-Zell-Anligen-Rezeplor (TZR). Es gibl zwei 
definierle Typen von TZR: Einer isl ein Helerodinier von zwei Disulfid-verbundenen Polypepliden (a und P); der andere 
isl z war slruklurell ahnlich, beslehl jedoch aus7- und 5-Polypepliden. Beide Rezeplorcn sind mil einem Set von funf Po- 
lo lypepiidcn dein CD3-Koniplex assoziierl und bilden so zusaininen den TZR-Koinplex (TZR«-CT)3-Koinplex). Dero/p- 
TZR isl der funktionell bedeulendsle, da er in iiber 95% aller T-Zellen expriinierl wird. 

[0003] o/p-T-Zellen konnen in zwei verschiedene, sich uberschneidende Populalionen unterieill werden: Eine Unler- 
gruppe, die den CD4-Marker t ragi und haupisachlich die Tin niunant wort unlerslut7J (Th) und eine Uniergmppe, die den 
CD8-Marker iragt und ini wesendichen zylotoxisch isl (Tc). CD8*-T-Zellen erkennen Aniigene in Assoziierung niit 
15 MHC-Klasse-I-Molekiilen. Solche Aniigene konnen unler anderem tuinorspezifische oder luiiiorassoziierte Peplidanli- 

gene sein. Nach Erkennung der Peptidaniigene wird die belrefl'ende Zelle abgetoleu indem die T-Zelle die Zielzelle ly- 
siert und/oder Apoplose dieser Zielzellen induziert oder Zylokine (z. B. lL-2, IFN-y) freiselzt. 

[0004] Unter den tuinorassoziierien Pepiidantigenen (TAA), die im Kontexi von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der 
Oberflache von Tuniorzellen prasentiert werden, sind die sogenannlen "universellen" TAA von bcsondereni Inleresse. 
20 Diese TAA leilen sich ubervviegend von zellularen Proieinen ab, die in nomialen Zellen schwach expriniiert und in Tu- 
niorzellen uberexpriniiert werden. Zu diesen Proieinen gchorl unt er anderem das "p53 "-Protein, dessen Expression in un- 
gefaiir 50% aller hunianen, iiialignen Erkrankungen, insbesondere in einer Reihe solider Tuniore, erhohl ist und dessen 
Umsatz im Sinne einer Proleasoin-venniuelien Degradation und nachfolgender MHC-Klasse-I-assoziierter Prasentalion 
erhoht. isL 

25 [0005] Oligopeptide des p53-Proteins konnen im Kontexi init MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der Zelloberflache pra- 
sentierl. werden und reprasenlieren allrdkLive Zielst.rukl.uren fiirCDS-posiLive T-Zellen. 

[0006] Ein Ansatz fiir die Enlwicklung iininunthcrapcutischcr Vcrfahrcn zur Bchandlung bosartigcr Tumorcrkrankun- 
gen ist die IdenLifizierung von Protein-spezifischen TZR. Solche TZR konnen unler bestimmten Voraussetzungen T-Zel- 
len init Antigenspezifiiat im allgemeinen und Tunior-Reakii vital im besonderen versehen, mil. dem Ziel, daB diese T-Zel- 

30 len die Remission und die Eradikalion eines bestiiiimten Tumors herbeifiihren. 

[0007] Weijlens el al. ("A retroviral vector system, 'STITCH': in combination with an optimized single chain antibody 
chimeric receptor gene su-ucture allows efficient gene iransduction and expression in human T-lymphocytes", 1998, 
Gene Therapy 5: 1995-1203) beschreiben ein retrovirales Vektorsyslem zur Transduktion von Genen in aktivierte T- 
Lyniphozyten. Dieses System wird verwendet, uiii die Expression von Anlikorper-basierten, chimaren Rezeptoren in der 

35 Menibran von T-Zellen zu bewirken, Diese T-Zellen konnen dann gegen z. B. Nieren-Karzinomzellen eingesetzt werden. 
Mittels FACS-Analyse wird die Protein-Expression und damil der Erfolg der Vekl.or-'Dbertragung bestimmt, wahrend 
Cytotoxizitai5-Tesis AufschluB iiber die erfolgreiche Expression und Funktion des chimaren Rezeptors geben. Ahnlich 
beschreiben Eshhar el al. ("Specific activation and targeting of cytotoxic lymphocytes through chimeric single chains 
consisting of antibody-binding domains and theyor ^ subunits of the immunoglobulin and T-cell-receptors", 1993, Proc. 

40 Natl. Acad. Sci. USA, 90: 720-724) die Herslellung von lumorspezifischen Lymphozyten und ihre Verwendung in der 
Immuntherapie auf der Basis von Chimaren, die die variablen Regionen eines Aniikorpers mit der konstanlen Region des 
TZR unifassen. Diese chimaien Gene konnten auf der Oberflache von zytolytischen T-Zell-Hybridomen expriniiert wer- 
den und bewirkten die Ausschiittung von Inierieukin-2 nach Kontakt mil dem Antigen. 

[0008] Clay el al. ("Efficient transfer of a tumor antigen-reactive TCR to human peripheral blood lymphocytes confers 
45 anti-tumor reactivity"; 1999, J. Immunology 163: 507-513) beschreiben die Isolierung von Genen der a-1ZR- und 3- 
TYR-Keiten eines MART- 1 (25-3 5)-spezifischen TZR und deren Expression in hunianen, peripheren Blut-Lymphozyten 
(PBLs). Die Lyse von verschiedenen Melanomzcllinien wird beschrieben. 

[0009] Darcy et al. ("Redirected perforin-dependent lysis of colon carcinoma by ex vivo genetically engineered CTL", 
2000, J. Immunol. 164, 3705-3712) beschreiben ein iminuntherapeuusches Verfahren fur Colon-Karzinomen unter der 

50 Verwendung von scFv-anti-CEA-Rezeptor-lransduzierlen ZTL, Perforin und t^IFN. Das chimare, spezifische Rezeptor- 
konstrukl wird iiber einen retroviralen Vektor in primiire Maus-T-Lymphozyten transduziert. Diese Zellen wurden in 
Miiuse injizierl (sogenannter adopliver T-Zell-Transfer), die vorher mit Colon-Karzinomzellen beimpft waren. 
[0010] Aus Theobald et al. ("Targeting p53 as a general tumor antigen", 1995, Proc. NatJ. Acad. Sci. USA 92: 
11993-11997) ist die Herslellung von p53-spezifischen, zytoloxischen T-Zellen nach derlnjektion von Peptiden aus der 

55 Wildlyp-Sequenz von p53 bekannl, Mittels dieser T-ZelUinien.konnte anschlieBend eine Auswahl von menschlichen Tu- 
morzellen lysiert werden. Die Isolierung von Genen spezifischer V/Rs der gegen p53 gerichteten, lytischen *1-Zellen 
wird nicht beschrieben. Die WO 97/32603 beschreibt allgemein ein Verfahren zur Herslellung von rekombinanten T- 
Lyniphozyien, die gegen Tumorgewebc gerichtete, spezifische TZRs exprimieren. Dabei wird eine IILA-lransgcne Maus 
(in diesem Fall HLA-A2.1) mil tumorassoziierteni Antigen immunisiert, uni so die Produktion von zytoloxischen T- 

60 T.ymphozyten zu bewirken, die spezifi.sche TZRs auf ihrer Oberflache exprimieren. Ah lumora.ssoziierle Aniigene wer- 
den Peptide verschiedener Gene, wie Her-2/neu, Ras, p53. Tyrosinase, MART, gplOO, MAGE, BAGE und MUC-1 be- 
schrieben. Aus den Her-2/neu-spezifischen T-Lymphozyten wird dann die Nukleotidsequenz, die mindestens eine varia- 
ble Region der a- und P-Kette des enlsprechenden, nicht menschlichen TZR enihall. isohert und in verschiedenen gene- 
tischen (u. a. "humanisierlen") TZR-Konstruklen verwendet. So beschreibt die WO 97/32603 Fusionsproteine von varia- 

65 blen Regionen von TZR mil der ^-Region von CD3, CT>8 oder CD16 sowie die Verwendung fiexibler Linker der Ami- 
nosaurcsequenz (GGGGS)3. 

[0011] Ein spezifisch gegen das Oligopeptid der Aminosauren 264-272 von p53 gerichleter TZR und dessen Verwen- 
dung wird jedoch durch die oben genannten Publikationen sowie in der ubrigen Literatur weder erwahnt noch nahege- 

0 
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legl. 

10012] Der vorliegcndcn Erfindung liegi daher die Aufgabe zugrunde. die nmrinen Gene der Ketlcn (a-TZR und P- 
TZR) eines neuen, elTektiv gegen das p53-Pro(cin gerichlelen TZR zur VcrfUgung zu slcllen. Diese bcwirken, dal3 p53- 
Prolein-expriinierendc Zcllen von T-Zcllen, die mil jcnen Genen ausgcslallel wurden, erkannt werden, Zyiokine ausge- 
schiillet werden und einc T-Zell-indn/Jcrle Lysc iind/oder Apoplose von Tumor- oder Leiikamiezellen herbeigefiihrl . 5 
wird. 

[0013] ErfindungsgcmaB wird diese Aufgabe durch das Polypepiid dcs eine p53-Prolein-spczilische T-ZeLl-Anlwor! 
verniillelnden, niurincn o/P-TZR geniaB SEQ ID Nr. 1 bis SEQ ID Nr. 5 oder funklioneller Varianlcn oder Teile davon 
Oder dieses kodiercnde Nukleinsauren, lunklionelle Varianten oder Teilc davon, insbesondere Subslilulionen, Deletio- 
nen, Inseriionen, Addilionen, Inversionen und/oder cheniische oder physikalische Modifikaiioncn einer oder mehrerer lo 
Aminosauren oder diese kodierende Nukleinsauren, gelosl. 

[0014] Aus einer einfach-A2.1-transgenen Maus ((|A11xC57BL/6]xC57BL/6)fi) wurden die Gene der eine p53-Pro- 
lein-spezifische T-Zell-Antworl vemiiKelnden, niurinen a- oder p-Ty.R-Kellen isolierl, die eine HT.A-A2.1-reslringierle 
und gegen das Peplid der Aminosauren 264-272 des p53-Proleins gerichlele, spezifisciie T-Zell-Ant v^orl veniiitieln. Die 
Polypeptide dieses TZR waren bisher unbckannt. Die Gene wurden als Wildlyp (WT) retroviral in humane, periphere 15 
Blul-Lymphozylen (PBLs) eingeschleust und die PTLA-restringierle Anligen-Erkennung funktioneil durch TZR-vennil- 
lelte, zylotoxische Lyse verschiedener Zell-Linien iin ^^Chrom-Freisetzungslesl uberprutt. Zusalziich zu der "regularen" 
p-TZR-Kette der vorliegenden Erfindung konnie eine Varianle der p-TZR-Ketle isolierl werden, die aufgrund von aller- 
nativer mRNA-Rcifung enslanden ist (beschrieben bei Behlke und Loh, "Allemative splicing of murine T-ceil-receplor 
p-chain transcripi^", 1986, Nature 322,: 379-382). Die erhallene T-2^11-Populal.ion war in der Lage, Peptid in nanonio- 20 
laren Konzcniralionen zu erkennen und effizientp53-Transfekl.anlen und eine Variclal von A2.1-posi liven, malignen Zel- 
len abzuloLen. Die erfindungsgemaBen Gene des p53-spezifischen TZR gehoren nichi zu den bisher bekannlen, geeigne- 
ten Maljerialien fur die Diagnose - wie beispielsweise der Indikalion - und/oder der Behandlung - wie beispielsweise der 
Modulation - von mit p53-Protein in Zusammenhang stehenden Erkrankungen oder fur die Identifizierung von phaniia- • 
kologisch akiiven Substanzen, so dafi sich aus dieser Erfindung vollig neue Tlierapieansatze ergeben. 25 
[0015] Bei Liu el al. ("Targeling of huntan p53-overexpre^sing luiiior cells by an HLA A*020l-reslric(.ed murine T-cell 
receptor expressed in Jurcat T Cells", 2000, Cancer Res. 60, 693-701) wird die Hcrstcllung cincs p53-spczifischcn TZR 
auf der Basis von injizierlen Peptiden beschrieben. Die erhaltenen T-Zellen werden als fiir die Immuntherapie von Krebs 
geeignet beschrieben. Der von Liu el al. beschriebene TZR ist jedoch gegen ein Peplid der Aminosauren 149-157 von 
p53 gerichlel. Da das von den TZR erkannle Epitop des TAA fiir die iherapeulische Wirkung und Nebenwirkungen von 30 
entscheidender Bedeutung isl, iiberraschl das Vorhandensein von weileren effektiven und bisher unbekannten 1^31, die 
gegen andere Peplide/Epitope des p53 gerichlel sind, umso mehr. 

[0016] Ein weilerer Aspekt der Erfindung betrifft ein Fusionsprotein, umfassend das erfindungsgemaBe Polypepiid 
oder funklionelle Varianten oder Teile davon oder dieses kodierende Nukleinsauren, funklionelle Varianlen oder Teile 
davon. 35 
[0017] Das Fusionsproiein kann dadurch gckennzeichnel sein, daB es die ^-Region von CD3 oder CDS oder CD 16 oder 
Teile davon umfaBl. insbesondere die ^-Region von humanem CD3 oder CDS oder CDl 6 oder Teile davon. Bevorzugl isl 
ein erfindungsgeniaBes Fusionsprotein, das einen flexiblen Linker unifaBt (Whillow el al, "An improved linker for 
single-chain Fv with reduced aggregation and enhanced proteolytic stability", Prol. Engin. 6(8), pp. 989-995, 1993), ins- 
besondere einen Linker der Aininosauresequenz (GGGGS)3. Insbesondere kann das erfindungsgeinaBe Fusionsprotein 40 
die ^-Ketle des CD3-Koniplexes oder ITAM-Motive der (^-Kelte oder Teile davon umfassen, insbesondere die ^-Ketie 
von liuiiianem CD3 oder Teile davon. Das Fusionsprotein kann weiterhin dadurcli gekennzeichnet sein, daB es CD8a 
oder das Lck-Bindungsmoliv von CD8a umfafit oder Teile davon, insbesondere von humanem CD8a. 
[0018] Bei dem erfindungsgemaBen Fusionsprotein kann es sich weiterhin uni eine chimare, partiell oder vollstandig 
humanisierte a- und/oder p-TZR-Kette handeln. Ein weilerer Aspekt der Erfindung betrifft ein Fusionsproiein, bei dem 45 
es sich um einen Einzelketlen-TZR handell. Bevorzugl isl ein erfindungsgemaBes Fusionsproiein, das einen flexiblen 
Linker uinfaBt, insbesondere einen Linker der Aininosauresequenz (GGGGS)3. Das erfindungsgeinaBe Fusionsprotein 
kann aber auch dadurch gekennzeichnet sein, daB es sich um einen cc/p-TZR handell. 

[0019] Ein weilerer Gegenstand der Erfindung isi ein Verfaliren zur Herstellung eines Fusionsproleins zur Diagnose 
und/oder Behandlung von mil p53-Protein in Zusaiinnenliang stehenden Erkrankungen oder zur Identifizierung von 50 
pharmakologisch akiiven Substanzen, z. B. in einer geeignelen Wirtszelle, bei dem eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure 
verwendet wird. 

[0020] Hergestelll werden hierbei Fusionsproleine, die die oben beschriebenen, erfindungsgemaBen Polypeptide ent- 
halten, wobei die Fusionsproleine selbsi bereits die Funktion eines Polypeplids der Erfindung aufweisen oder erst nach 
Abspallung des Fusionsanteils die spezifische Funktion funktioneil aktiv ist. Xfer allem zahlen hierzu Fusionsproleine mil 55 
einem Anleil von ca. 1-200, vorzugsweise ca. 1-150, insbesondere ca, 1-100, vor allem ca. 1-50 fremden Aminosauren. 
Beispiele solcher Peplidsequenzen sind prokaryoiische Peptidsequenzen, die z. B. aus der Galactosidase von E. coil ab- 
geleitel sein konnen. Weiterhin konnen auch virale Peplidsequenzen, wie zum Beispiel vom Bakleriophagen M13 ver- 
wendet werden, um so Fusionsproleine fur das dem Fachmann bekannte "phage display"- Verfahren zu erzeugen. 
[0021] Zur Aufreinigung der erfindungsgemaBen Proteine kann ein weiteres/weiterer Polypeplid("lag") angefugt sein. 60 
ErfindungsgemaBe Protein-tags erlauben beispielsweise die hochaffine Absorption an eine Matrix, stiingentes Waschen 
mit geeigneten Puffem, ohne den Komplex in nennenswertem MaBe zu eluieren und anschlieCend gezielte Eluuon des 
absorbierien Komplexes. Beispiele der dem Fachmann bekannlen Protein-tags sind ein (His)6-lag, ein Myc-tag, ein 
Fl*AG-tag, ein Sirep-tag, ein Strep-lag II, ein Hamagglutinin-tag, Glutathion-Transferase(GST)-tag, Inlein mit einem 
Affinit.ai5-Chitin-binding-iag oder Maltose-bindendes Proiein(MBP)-tag. Diese Protein-tags kGnnen sich C-tenninal 65 
und/oder intern befinden. 

[0022] Neben den aus Zellen isolierlen, naturlichen Polypeptiden konnen alle erfindungsgemaBen Polypeptide oder de- 
ren Teile unier zellfreien Bedingungen hergestelll worden sein, z. B. durch Synlhese oder durch in-vitro-Translation. So 
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kann das gesainle Polypeplid oder Teile davon zuni Beispicl mil Hilfe der klassischen Synlhese (Merrifield-Tcchnik) 
synthetisicri wcrden. Teile dcr crfindungsgemaBen Polypepiide eigncn sich insbesondere zur Gcwinnung von Aniiseren, 
mil dcrcn Hilfc gecigneie Gcncxpressionsbanken durchsuchi wcrden kbnnen, um so zu weilcrcn funklionellen Varianlen 
des crfindungsgemaBen Polypeplids zu gelangen. 
5 [0023] Die Erfindung bclrilTl aiich Polypeptide, die Deri vate eines Anlikorpcrs mil Spczifilal fiir das p53-Pcptidanligen 
(AA 264-272), vorzugsweise prasenlicri ini Konlext von ITLA-A2.I, sind. 

[0024] Wcilerhin unifaBl die Erfindung relro-inverse Peptide oder Pseudopeplide geiiiaB der Polypeplidsequenz der 
SEQ ID Nr. 1 bis SEQ ID Nr. 5 oder funklionelle Varianlen oder Telle davon. Diese Peptide weisen anslelle der -CO-NH- 
Peplidbindungen -NH-CO-iiindungen aul. 

10 [0025] Die Aufgabe der Erfindung wird weilerhin durch eine erfindungsgeiiiaBe Nukleinsaure gelosi, die eine DNA, 
UNA, PNA (Peptide nucleic acid) oder p-NA (Pyranosyl nucleic acid), vorzugsweise eine DNA, insbesondere eine dop- 
pelsirangige DNA isl, mil einer Lange von niindestens 8 Nukleoliden, vorzugsweise mil mindeslens 12 Nukleoliden, 
insbesondere mil mindeslens 24 Nukleoliden isl. Die Nukleinsaure kann dadurch gekennzeichnel sein, daB die Sequenz 
der Nukleinsaure mindeslens ein Inlron und/oder eine polyA-Sequenz aufweisl. Sie kann auch in Form ihrer aniisense- 

15 Sequenz vorliegen. 

[0026] Fiir die Expression des belreffenden Gens isl im allgeineinen eine doppelslrangige DNA bevorzugt, wobei der 
fiir das Polypeplid kodierende DNA-Bereich besonders bevorzugl ist, Dieser Bereich beginni mil dem erslen in einer Ko- 
zak-Konsensus-Sequenz(Kozak 1987, "Nucleic. Acids Res.", 15: 8125-48) liegenden Sian-Codon (ATG) bis zum nach- 
slen Stop-Codon (TAG, TGA bzw. TAA), das ini gleichen Leserasler zum ATG iiegl. Eine weilere Verwcndung der er- 

20 findungsgemaBen Nukleinsaurcsequenzen ist. die Konstruktion von aniisense-Oligonukleotiden (Zheng und Kemeny 
1995, "Clin. Exp. Immunol.", 100: 38(W82: Nellen und Lichtenstein 199.3. "Trends Biochem. Sci.", 18: 419-2.3) und/ 
Oder Ribozy men (Amarzguioui el al. 1998, "Cell. Mol. Life Sci.", 54: 1175-202: Vaish, etal. 1998, "Nucleic Acids Res.", 
26: 5237-42; Persidis 1997, "Nal. BiotechnoL", 15: 921-2; Couture und Stinchcomb 1996, "Trends Genet.", 12: 510-5). 
Mil "antisense'-Oligonukleotiden kann man die Slabiiitat der erfindungsgemafien Nukleinsaure verringem und/oder die 

25 Translation der crfindungsgemaBen Nukleinsaure inhibieren. So kann beispielsweise die Expression der entsprechenden 
Gene in Zellen sowohl in vivo als auch in vilro verringen werden. Oligonukleotide konnen sich daher als TherapeuLikuiii 
cigncn. Dicsc Strategic cignct sich beispielsweise auch fur Haut, cpidcnnalc und dcnnalc Zcllcn, insbesondere, wcnn die 
"antisense"-01igonukleolide mil Liposonien komplexiert werden (Smyth et al. 1997, "J, Invest. Dermatol.", 108: 523-6; 
White et al. 1999, "J. Invest. Deniiatol.", 1 12: 699-705; White et al. 1999, "J. Invest. DennaloL", 112: 887-92). Fur die 

30 Verwendung als Sonde oder als "anlisense"-Oligonukleotid ist eine einzelslrangigc DNA oder RNA bevorzugl. 

[0027] Neben den aus Zellen isolierlen, naturlichen Nukleinsauren konnen alle crfindungsgemaBen Nukleinsauren 
oder deren Teile auch synthelisch hergestellt worden sein. Weiterhin kann zur Durchfiihrung der Erfindung eine Nukle- 
insaure verwendet werden, die synthelisch hergestellt worden ist. So kann die erfindungsgemaBe Nukleinsaure beispiels- 
weise cheniisch aniiand der in den von SEQ ID Nr. 1 bis SEQ ID Nr. 5 beschriebenen Proteinsequenzen unter Heranzie- 

35 hen des genetischen Codes, z. B. nach der Phosphotriester-Methode, synthetisiert werden (siehe z. B. Uhlinann und Pey- 
man 1990, "Chemical Reviews", 90: 543-584). 

[0028] Oligonukleotide werden in der Regel schnell durch Endo- oder Exonukleasen, insbesondere durch in der Zelle 
vorkommende DNasen und RNasen, abgebaut. Deshalb ist es vorteilhaft, die Nukleinsaure zu modifizieren, um sie gegen 
den Abbau zu stabilisieren, so daB iiber einen langen Zeitraum eine hohe Konzentration der Nukleinsaure in der Zelle 
40 beibehalien wird (Beigelman et al. 1995, "Nucleic Acids Res.", 23: 3989-94; Dudycz 1995, WO 95/1 1910; Macadam et 
al. 1998, WO 98/37240; Reese et al. 1997, WO 97/29116). Typischerweise kann eine solche Siabihsierung durch die 
Einfiihrung von einer oder mehreren Iniemukleoiid-Phosphalgruppen oder durch die Einfulirung einer oder mehrerer 
Nichl-Phosphor-Intemukleolide erhalten werden. 

[0029] Geeignete, modifizierle Intemukleotide sind in Uhlniann und Peymann (1990, "Chem. Rev.", 90: 544) zusam- 
45 mengefaBi (siehe auch Beigelman et al. 1995, "Nucleic Acids Res.", 23: 3989-94; Dudycz 1995, WO 95/11910; Maca- 
dam el al. 1998, WO 98/37240; Reese et al. 1997, WO 97/29116). Modifizierle Internukleotid-Phosphatreste und/oder 
Nicht-Phosphoresterbindungen in einer Nukleinsaure, die bei einer der crfindungsgemaBen Verwendungen eingeseizt 
werden konnen, enlhalten zuniBeispiel Methylphosphonat, Phosphorothioat, Phosphoramidat, Phosphorodithioat, Phos- 
phatesier, wahrend Nicht-Phosphor-Iniemukleotid-Analoge, beispielsweise Siloxanbriicken, Carbonatbrucken, Carbox- 
50 ymethylester, Acetamidalbriicken und/oder Thiobrucken entlialten. Es ist auch beabsichtigt, daB diese Modifizierung die 
Haltbarkeit einer phamiazeutischen Zusanuuensetzung, die bei einer der erfindungsgemafien Verwendungen eingeseizt 
werden kann, verbesserl. 

[0030] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft einen Vektor, vorzugsweise in Form eines Plasmids, 
shuttle- Vektors, Phagemids, Cosiuids, Expressionsvektors, adenoviralen Vektors, retroviralen Vektors (Miller, et al, "Ira- 
55 proved retroviral vectors for gene transfer and expression", BioTechniques Vol. 7, No. 9, p. 980, 1989) und/oder genthe- 
rapeutisch wirksamen Vektors, der eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure enthalL 

[0031] So kann die erfindungsgemaBe Nukleinsaure in einem Vektor, vorzugsweise in einem Expressionsvektor oder 
gentherapeutisch wirksamen Vektor, enlhalten sein. Vorzugsweise enthalt der gentherapeutisch wirksame Vektor T-Zell- 
spezifische, regulatorische Sequenzen, die funktionell mit der erfindungsgeniaBen Nukleinsaure verbunden sind. Die Ex- 

60 pressionsvekioren konnen prokaryotische oder eukaryotische Expressionsvekloren sein. Bei.spiele fur prokaryorische 
Expressionsvektoren sind fiir die Expression in E. coH z. B. die Vektoren pGEM oder pUC-Derivale und tlir eukaryoti- 
sche Expressionsvekloren fur die Expression in Saccharomyces cerevisiae z. B. die Vektoren p426Met25 oder 
p426GALl (Mumberg et al. 1994, "Nucleic. Acids Res.", 22: 5767-5768), fiir die Expression in Inseklenzellen, z. B. Ba- 
culovirus- Vektoren, wie in EP-Bl-0 127 839 oder EP-Bl-0549 721 oflenbart, und fiir die Expression in Saugerzeilen, 

65 z. B. die Vektoren Rc/CMV und Rc/RSV oder SV40- Vektoren, welche alle allgemein erhalllich sind. 

[0032] Im allgcmeinen enlhalten die Expressionsvektoren auch fiir die jeweilige Wiriszelle geeignete Promotoren, wie 
z. B. den trp-Promotor fiir die Expression in E. coli (siehe z. B. EP-Bl-6 154 133), den Met-25-, GAL-1- oder ADH2- 
Piomotor fur die Expression in Hefen (Russel et al. 1983. M. Biol. C:hem.\ 258: 2674-2682; Mumbeig, supra), den Ba- 
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cuiovirus-Polyhcdrin-Proniolor fiir die Expression in Inseklenzellen (siche z. B. EP-Bl-U 127 839). Fiir die Expression 
in Saugclicrzcllcn sind beispielswcise Pronioloren geeigneu die eine konsiiluiive, regulierbare, gewebsspezifische, zell- 
zykiusspezifische oder niclabolischspezifische Expression in eukaryoiischen Zellen erlauben. Regulierbare Eleiuente ge- 
niiiB der vorliegenden Erfindung sind Proinotoren. Aklivaiorsequenzen, Enhancer, Silencer und/oder Repressorsequen- 
zcn. Beispiel fiirgecignele, regulierbare Eleinente, die konsiiluiive Expression in Eiikaryonlen cmioglichen, sind Promo- 5 
loren, die von der RNA-Polynierase in erkannl werden oder virale Pronioloren, CMV- Enhancer, CM V-Proniolor, S V40 
Proinolor oder LTR-Pronioloren, z. B. von MMTV (mouse iiiainmary tumour virus; Lee el al. 1981, Nalure 214: 
228-232) und weiiere, virale Promolor- und Aklivaiorsequenzen, abgeleilel aus bcispielsweise liBV, HCV, HS V, HPV, 
HBV, H TLV oder HIV. Beispieic tur regulierbare Hlemenle, die regulierbare Expression in Hukaryonten ernioglichen, 
sind der Tel racy clinoperaior in Konibinalion mil eineni enispreclienden Repressor (Gossen el al. 1 994, "Curr. Opin. Bio- to 
lechnol.", 5:516-20). 

[0033] Beispiele fiir regulierbare Eleiiienle, die T-Zell-spezifische Expression in Eukaryonlen eniioglichen, sind Pro- 
inotoren oder Aklivaiorsequenzen aus Pronioloren oder Hnhancem von solchen Genen, die fiir Proteine kodicren, die nur 
in diesen Zelllypen expriniicrl werden. 

[0034] Beispiele fur regulierbare Eleinente, die zellzyklusspezifische Expression in Eukaryonlen ernioglichen, sind I5 
Pronioloren fblgender Gene: cdc25, Cychn A, Cyclin E, cdc2, E2K B-myb oder DHITl (Zwicker und Miiller 1997, 
"Trends Genet.", 13: 3-6). Beispiele fur regulierbare Eleiiienle, die inelabolischspezilische Expression in Eukaryonlen 
ernioglichen, sind Pronioloren, die durch Hypoxic, durch Glukoseniangel, durch Phosphaikonzentraiion oder durch Hil- 
zeschock reguliert werden. 

[0035] Der erfindungsgemaBe Vektor kann zur Transl^klion eincr Wirlszelle verwendei werden, bei der es sich bevor- 20 
zuglerweise urn eine T-Zelle handelt. Besonders bevorzugl isl eine Wrtszelie, die dadutch gekennzeichnel isl, daR sie auf 
ihrer Oberflache ein erfindungsgemaBes Polypeplid oder Fusionsprotein expriniien. 

[0036] Uni die Einfiilirung von erfindungsgemaSen Nukleinsauren und damil die Expression des Polypeplids in einer 
eu- oder prokaryotischen Zelle durch Transfeklion, Transfomiation oder Infeklion zu ernioglichen, kann die Nuklein- ■ 
saure als Plasniid, als Teil eines viralen oder nicht-viralen Veklors vorliegen. Als virale Vektoren eignen sich hierbei be- 25 
sonders: Relroviren, Baculoviren, Vakziniaviren, Adenoviren, adenoassoziierle Viren und Herpesviren. Als nichl-virale 
Vcklorcn cigncn sich hicrbci besonders: Virosomcn, Liposorncn, kationischc Lipidc oder poly-Lysin-konjugicrlc DNA. 
[0037] Beispiele von genlherapeulisch wirksanien Vektoren sind Virus vektoren, bcispielsweise Adenovirusvekloren 
Oder retrovirale Vekloren (Lindemann el al., 1997, "Mol. Med.", 3: 466-76; Springer el al. 1998, "IVIol. Cell.", 2: 
549-58). 30 
[0038] Ein bevorzugter Mechanisinus, erfindungsgemaBe Polypeptide in vivo zur Expression zu bringen, isl der virale 
Gen-Transfer, insbesondere mil Hilfe reiroviraler Partikel. Diese werden vorzugsweise genutzt, enlsprechende Zielzel- 
len, vorzugsweise T-Lymphozylen, des Palienlen ex vivo mil den fur erfindungsgemaBe Polypeptide kodierenden Genen 
oder Nukleotidsequenzen durch Transduklion zu versehen. Die Zielzellen konnen daraufliin ini Sinne eines adoptiyen 
2^Iltransfers wieder in den Palienlen reinfundiert werden, urn mil der de-novo-eingefugten Spezifilal tuniorizide und/ 35 
oder imniunmodulierende Effeklorfunklionen zu ubemehinen. Jiingst wurden auf diesem Wege sehr gule genlherapeuli- 
sche Erfolge in der Behandlung der durch Immuninkompetenz gekennzeichnelen SCID-Xl-lCrankheil bei Neugebore- 
nen erziell, in deni hamatologische Vorlauferzellen mileinem analogen, inlaklen Transgen einer in den Kindem vorkom- 
menden, nichl-funklionellen, mutierlen Varianle des 7-Kellengens, das fiir die Difl'erenzierung in die verschiedenen Ef- 
fektorzellen des adaptiven Inunun systems essentiell ist, retroviral versehen wurden (Cavazzana-Calvo el al., 2000). 40 
[0039] Weiierhin besiehl die Moglichkeii, den Gentransfer in vivo durchzufuhren, einerseils durch praferentiell siereo- 
taktische Injeklion der infektiosen Paitikel, andererseits durch direkte Applikalion von Viren-produzierenden Zellen 
(Oldfield, et al. "Hum. Gen. Then", 1993, 4: 39 69). 

[0040] Die zum Transfer von Genen haufig eingeselzten; viralen Vektoren sind nach heutigem Stand der Technik vor- 
wiegend retrovirale, lentivirale, adenovirale und adeno-assoziierte, virale Vektoren. Diese sind von naliirlichen Viren ab- 45 
geleilele, zirkulare Nukleotidsequenzen, in denen zuniindest die viralen Strukturprotein-kodierenden Gene durch das zu 
Iransferierende Konstruki ausgetauschl werden. 

[0041] Retrovirale Vektorsysteme schaffen die Vorausselzung fiir eine langhaltende Expression des Transgens durch 
die stabile, aber ungerichieie Integration in das Wirtsgenoni. Vektoren der jungeren Generation besilzen keine irrelevan- 
ten und polenliell immunogenen Proteine; des weiteren gibt es keine vorbeslehende Immunilal des Empfangers gegen- 50 
liber dem Vektor, Relroviren enthallen ein RNA-Genom, das in eine Lipidhulle verpackt ist, die aus Teilen der Wirtszell- 
meiiibran und Viriisproteinen besteht. Zur Expression viraler Gene wird das RNS-Genoni revers transkribiert und mil 
dem Enzym Integrase in die Zielzell-DNS integriert. Diese kann daraufhin von der infizierten Zelle transkribiert und 
translaliert werden, wodurch virale Besiandteile entstehen, die sich zu Relroviren zusamnienfiigen. RNS wird aus- 
schlieBlich dann in die neu entstandenen Viren eingefugt. Das Genoni der Relroviren besitzt drei essentielle Gene: gag, 55 
das fur virale Strukturproleine, sogenannle gruppenspezifische Antigene kodiert; pol fur Enzyme, wie Reverse Ihan- 
skripiase und Integrase, und env ftir das Hiillproiein ("envelope"), das fiir die Bindung des wirlsspezifischen Rezeptors 
veraniwortlich isl. Die Produktion der replikalionsinkompelenlen Viren findet nach Transfeklion in sogenannten Verpak- 
kungszelUinien stall, die zusatzlich mil den gag/pol- kodierenden Genen ausgestaitet wurden und diese "in trans" expri- 
mieren und somil die Aushildung replikalionsinkonipetenter (d. h. gag/pol -deleiierter), Iransgener Virusparlikel kotnple- 60 
menlieren. Eine Alternative isl die Cou-ansfektion der essenliellen Virusgene, wobei nur der das Transgen enlhallende 
Vektor das Vepackungssignal tragi. 

[0042] Die Separation dieser Gene eniioglichl einerseits die beliebige Kombination des gal/pol-Leserahmens mil aus 
verschiedenen Stammen gewonnenen env-Leseralimen, wodurch Pseudolypen mil verandertem Wirtstropismus enlsie- 
hen; andererseits kann dadurch die Bildung replikadonskompeienter Viren innerhalb von Verpackungszellen drastisch 65 
reduzierl werden. Das aus "gibbon ape leukemia virus" (GALV) abgelciiete HuUprolein, das im vorliegenden Fall Ver- 
wendung findel, isl in der Lage, humane Zellen zu transduzieren und ist in der Verpackungszelllinie PG13 mil ampho- 
tropem Wirlsbereich etablierl (Miller et al., 1991). Zusatzlich wird die Sicherheit durch seleklive Deletion von nicht-es- 
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seniiellen Virusscquenzen zur Verhinderung einer hoiiiologen Rekoiiibinaiion und sornil der Produklion replikalions- 
koiiipetenler Parlikel erhc)hl. 

10043J Neuc, nicht-virale Vckloren beslchcn aus aulonoinen, sich selbsi inicgrierendcn DNS-Sequenzen, den Transpo- 
sonen, die durch z. B. liposomale Transfeklion in die Wirlszclle eingcschleust werdcn und crslnials erfolgreich zur Ex- 

5 pression huniJiner Transgenc in Saiigerzellen eingesctzl vviirdcn (YanI el al., 2000). 

[0044] Gentherapeutisch wirksanie Vekloren lassen sich auch dadurch erhallcn, daB nian die erfindungsgeniaBe Nukle- 
insaure mil Liposonien koniplcxicrt, da daniil einc sehr hohe Trans fck lion seffizienz, insbesondere von Hautzcllen, er- 
reichl werdcn kann (Alexander und Akhursl 1 995, "Hum. Mol. Genel.", 4: 2279-85). Bei der Lipofeklion wcrden kleine, 
unilameilare Vcsikel aus kalionischen Lipiden durch UHraschallbehandlung der Liposonien suspension hergesrelli. Die 

10 DNA wird ionisch auf der Oberfliiche der Liposonien gebunden, und zwar in eineiii solchen Verhalinis, daB eine positive 
Nelloladung verblcibl und die Plasniid-DNA zu 100% von den Liposonien koniplexierl wird. Neben den von Feigner el 
al. (1987, supra) eingeselzlen Lipidinischungen DOTMA (l,2-Dio!eyloxpropyI-3-lrimethylainiiioniunibromid) und 
DPOR (Dioleoylphosphalidylclhanolamin) wurrten inzwischen /ahlrciche, ncue TJpidfonnulierungen synthel.isierl und 
auf ihre Eflizienz der Transfeklion verschiedcner Zellinien gciest.e4 (Behr el al. 1989, "Proc. Natl. Acad. Sci.", USA 86: 

15 6982-6986; Feigner el al. 1994, ".T. Biol Chem.", 269: 2550-25561; Gao und Huang. 1991, "Biochini, Biophys. Ada", 
1189: 195-203). Beispiele der neuen Lipidfomiulierungen sind DOTAP N-[l-(23-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trime- 
thylamnioniuniethylsulfal Oder DOGS (TRANSFECTAM; DioctadecyianiidoglycylspenninK Hilfsstoffe, die den Trans- 
fer von Nukleinsauren in die Zelle erhohen, konnen beispielsweise Proieine oder Peptide, die an DNA gebunden sind 
oder synlhelische Peplid-DNA-Moiekule, die den Transport der Nukleinsaure in den Kem der Zelle ennoglichen, sein 

20 (Schwartz et al. 1999, "Gene-Therapy 6: 282: Branden el ai. 1999, "Nature Biotech.", 17: 784). HilfsstolTe umfassen 
auch Molekule, die die Freisetzung von Nukleinsauren in das ('yloplasina der Zelle ennoglichen (Kiehler et al 1997, 
"Bioconj. Chem.", 8: 213) oder beispielsweise Liposonien (Uhlinann und Peymann 1990, supra). Eine andere besonders 
geeignete Form von gentherapeutischen Vekloren laBt sich dadurch erhaken, daS man die erfindungsgeniaBe Nuklein- 
saure auf Goldparlikeln aufbringi und diese mil Hilfe der sogenannten "Gene Gun" in Gewebe, bevorzugt in die Haul, 

25 Oder Zellen schieBt. (Wang et al, 1999, ".T. Invest. Dermatol.", 112: 775-81). 

[0045] Fur die genlherapeulische Anwendung der erfindungsgeniaBen Nukleinsaure isl es auch von Mjrteil, wenn der 
Tcil dor Nukleinsaure, der fiir das Polypcptid kodicrt, cin odor iiichrcrc, nicht kodicrcndc Scqucnzcn cinschlicBlich In- 
tronsequenzen, vorzugsweise zwischen Promoior und dem Slartcodon des Polypeptids, und/oder eine polyA-Sequenz, 
insbesondere die naturlich vorkonimende polyA-Sequenz oder eine SV40-Virus-polyA-Sequenz. vor allem am 3'-Ende 

30 des Gens, enthalt, da hierdurch eine Slabilisierung der niRNA erreicht werden kann (Jackson 1993, "Cell", 74: 9-14 und 
Palmiter et al. 1991, "Proc. NalL Acad. Sci,", USA 88: 478-482). 

[0046] Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist eine Wirtszelle, insbesondere eine T-Zelle, die mil ei- 
nem erfindungsgemaBcn Vektor oder einem anderen erfindungsgemaBen Genkonstrukt transformiert ist. Wirtszellen 
konnen sowohl prokaryotische als auch eukaryotische Zellen sein, Beispiele fiir prokaryotische Wirtszellen sind E. coli 

35 und fur eukaryotische Zellen Saccharomyces cerevisiae oder Insektenzelien. 

[0047] Eine besonders bevorzugie, transformiert e Wirtszelle ist eine transgene T- Vorlauferzelle oder eine Stammzelle, 
die dadurch gekennzeichnet ist. daB sie ein erfindungsgemaBes Genkonstrukt oder eine erfindungsgeniaBe Expressions- 
kassette umfaBt, Verfahren zur Transformation von Wirtszellen und/oder Staninizellen sind dem Fachniann gut bekannt 
und umfassen zum Beispiel Elektroporation, Mikroinjektion oder Transduktion. Eine besonders bevorzugie, transfor- 

40 mierte Wirtszelle ist eine palienteneigene T-Zelle, die nach der Entnahme mil einem erfindungsgemaBen Genkonstrukt 
transfizieri oder iransduzien wird. ErfindungsgemaBe Wirtszellen konnen insbesondere dadurch erhalten werden, daB 
dem Patienten eine oder mehrere Zellen, bevoi7:uglerweise T- Zellen, insbesondere CDS^-T-Zellen, entnonimen werden, 
die dann ex vivo mit einem oder mehreren erfindungsgemaBen, genetischen Konstrukten iransfiziert oder transduziert 
werden, urn so erfindungsgeniaBe Wirtszellen zu erhalten. Die ex vivo generierten, spezifischen T-Zellen konnen dann 

45 anschlieBend in den Patienten reimplantiert werden. Das Verfahren ahnelt somit dem bei Darcy el al. ("Redirected per- 
forin-dependenl lysis of colon carcinoma by ex vivo genetically engineered CTL", J. Immunol 2000, 164: 3705-3712) 
beschriebenen Verfahren unier der Verwendung von scFv-anti-CEA-Rezeptor-transduzierlen ZTL, Perforin und y-IFN. 
[0048] Ein weiteres bevorzugtes. erfindungsgemaBes Verfahren zur Identifizierung von p53-Protein-spezifischen Ami- 
genen ist dadurch gekennzeichnet, daB p53-prasentierende Tuniorzellen oder Fraktionen davon mit einer erfindungsge- 

50 maBen Wirtszelle unter Bedingungen zusanuiiengebrachl werden, bei denen die Tlimorzellen oder Fraktionen davon nur 
dann lysieren, wenn der Tumor das p53-Protein-spezifische Antigen prasentiert, fiir welches das exprimierte Polypelid 
oder Fusionsprotein spezifisch ist. 

[0049] Ein weiterer Aspeki der Erfindung betriffl ein Verfahren zur Herstellung eines Antikorpers, vorzugsweise eines 
polyklonalen oder monoklonalen Antikorpers, zur Diagnose und/oder Behandlung von mit p53-Protein assoziierien Er- 
55 krankungen oder zur Identifizierung von phamiakologisch aktiven Subslanzen, dadurch gekennzeichnet, daB ein Anti- 
korper produzierender Organismus mit einem erfindungsgemaBen Polypeptid oder funktioneller Aquivalente davon oder 
Teile davon mil mindestens 6 Aminosauren, vorzugsweise mit mindestens 8 Aminosauren, insbesondere mit mindestens 
12 Aminosauren oder einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure immunisiert wird. 

[0050] Das Verfahren erfolgt nach dem Fachmann allgeiiiein bekannten Melhoden durch Immunisieren eines Sauge- 
60 tiers, beispielsweise eines Kaninchens, mit dem erfindungsgemaBen Polypeptid oder den genannten Teilen davon oder 
diese(s) kodierende Nukleinsaure(n), gegebenenfalls in Anwesenheii von z. B. inkomplettem Freund'schem Adjuvant 
und/oder Aluminiumhydroxidgelen (siehe z. B. Diamond et al. 1981, "The New England Journal of Medicine", pp. 
1344-1349). Die im Tier aufgrund einer immunologischen Reaktion entstandenen, polyklonalen Antikorper lassen sich 
anschlieBend nach allgemein bekannten Methoden leichi aus dem Blut isolieren und z. B. uber Saulenchromatographie 
65 reinigen. Monoklonale AntikOrper kOnnen beispielsweise nach der bekannten Melhode von Winter & Milstein (1991, 
"Nature", 349: 293-299) hergestellt wcrden, 

[0051] Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist ein Antikorper zur Diagnose, Prognose und Therapie- 
Optiniierung von mit p.53-Protein assoziierten Erkrankungen oder zur Identifizierung von pharmakologisch aktiven Sub- 
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slanzcn. der gegen ein erfindungsgeiiiaBes Polypeplid gerichlel isl und mil den erfindungsgeniaBen Polypepiiden spezi- 
fisch reagicn., wobei die oben gcnannien Teile des Polypepiids eniweder selbsi ininiunogen sind oder durch Kopplung an 
geeigncle Trager, wic z. B. bovines Scruiiialbuinin, ininiunogen geniachi bzw. in ihrer Ininiunogeniial gesleigert werden 
konnen. Dicser Antikoq^er isl eniweder polyklonal oder nionoklonal; bevorzugl isl ein iiionoklonaler Anlikorper. Unter 
deni Begriff Anlikorper verslehi nij^n geiiifiR der vorlicgenden Erfindiing auch geniechnisch hergeslellte und gegebenen- 5 
falls inodifizierle Anlikorper bzw. aniigenbindende Tcile davon, wie z. B. chiniiire Anlikorper, hunianisierte Anlikorper, 
niuliifunklionelle Anlikorper, bi- oder oligospezifische Anlikorper, einzelsirancige Anlikorper, F(ab)- oder F(ab)o-Frag> 
nienle (siehe z. B. EP-Bl-0 368 684, US 4,81 6,567, US 4,816,397, WO 88/01649, WO 93/06213, WO 98/24884). Die 
erlindungsgemaBen Anlikorper konnen zur Diagnose, 'rherapie-Dberwachung und/oder Behandlung von mil p53-Pro- 
lein assoziierien Erkrankungen oder zur Idenlifizierung von phariiiakologisch akiiven Subsianzen verwendei werden. lo 
[0052J Die voriiegende Erfindung betriffi weilerhin ein Verl'ahren zur Ilerslellung eines Arzneimiitels zur Behandlung 
von mil p53-Prolein assoziierien Erkrankungen, dadurch gekennzeichnet, daB iiiindeslens eine Nukleinsaure, niindestens 
ein Polypeplid, niindeslens eine Wirlszelle oder nn'ndcslens ein Anlikorper nach eineni der vorgenannlen Anspruche zu- 
sairinien inil geeignelen Zusalz- und Hilfssloffen konibinierl wird. 

[0053J Die voriiegende Erfindung belriffl weilerhin ein nach dieseni Verfaliren hergeslellles Arzneiinillel zur Behand- 15 
lung von niit p53-Protein assoziierien Erkrankungen, das niindeslens eine Nukleinsaure, niindeslens ein Polypeplid oder 
niindeslens einen Anlikorper geniaB der vorlicgenden Erfindung, gegebenenfalls zusammen mil geeignelen Zusalz- und 
Hilfssloffen, enihali. Die Erfindung beiriffl. weilerhin die Verwendung dieses Arzneiniiliels zur Behandlung von niit p53- 
Prolein assoziierien Erkrankungen. 

[0054] Die Therapic der mil p53-Prolein assoziierien Erkrankungen kann auf herkoinitiliche Weise, z. B. durch Infu- 20 
sionen oder Injcktionen erfolgen, die dieerfindungsgeniaBen Arzneiniiltel enlhallen. Die Verabreichung der erfindungs- 
gemaBen Arzneimitlel kann weilerhin gegebenenfalls in Fonn von Liposonienkomplexen bzw. Goldpartikelkomplexen 
erfolgen. Die Behandlung niittels der erfindungsgeniaBen Arzneiniittel kann aber auch iiber orale Dosierungsfomien, wie 
z. B. Tabletlen oder Kapseln, iiber die Schleimhaute, zuni Beispiel der Nase oder der Mundhohle, oder in Fonn von unter • 
die Haul iniplanlierlen Disposilorien erfolgen. Transdennale, iherapeutische Systeiiie sind zum Beispiel aus den 25 
EP 0 944 398 Al, EP 0 916 336 Al, EP 0 889 723 Al oder EP 0 852 493 Al bekanni. Die erfinUungsgeiiiaBen 
(Poly)pcpiidc Lind dcrcn Dcrivaic konnen auch dazu cingcsctzl wcrdcn, Palicntcn mil Erkrankungen, insbcsondcrc Tu- 
morerkrankungen, die mil p53 in Zusaiiinienhang slehen, geziell imniunkompelent zu machen, uiii die Induktion, Erzeu- 
gung und Expansion von p53.264-272-spezifischen, zyloloxischen T-Lymphozylen zu erreichen und die Tumor- und 
Leukamiezellen der beineffenden Palienten spezifisch abzuloien. Seiche Erkrankungen unifassen zuni Beispiel solide 30 
Tuniorerkrankungen, lymphohamalopoelische Neoplasien, maligne, hamatologische Erkrankungen oder Blaslenschiibe. 
[0055] Bei einer besonders bevorzuglen Art der Behandlung wird dem Palienten eine oder niehrere Zellen, bevorzug- 
terweise T-Zellen, insbesondere CD8^-T-Zellen, entnommen, die dann ex vivo mil einem oder niehreren erfindungsge- 
niaBen, genetischen Konstrukten iransfiziert oder transduziert werden. Die ex vivo generierten, spezifisclien 'PZellen 
konnen dann anschliefiend in den Palienten reinfundiert oder transplant ier! werden. Das Verfahren ahnell somit dem bei 35 
Darcy et al. ("Redirected perforin-dependeni lysis of colon carcinoma by ex vivo genetically engineered CTL", 2000, "J. 
Immunol.", 164: 3705-3712) beschriebenen. immunotherapeutischen Verfaliren bei Colon-Karzinonien unter der Ver- 
wendung von scFv-anti-CEA-Rezeptor-lransduzierten ZTL, Perforin undy-IFN. 

[0056] Ein weilerer Aspekt der Erfindung betriffi ein Verfahren zur Herslellung eines Tests zur Auffindung funktionel- 
ler Interaktoren in Zusamnienhang mil p53-Protein assoziierien Erkrankungen, das dadurch gekennzeichnet ist. daB min- 40 
desiens eine Nukleinsaure, mindestens ein Polypeplid oder niindestens ein Anlikorper gemaB der vorliegenden Erfin- 
dung zusammen niit geeignelen Zusalz- und Hilfssloffen kombinieit wird. 

[0057] Unter dem Begriff "funktionelle Interaktoren" im Sinne der vorliegenden Erfindung sind alle diejenigen Mole- 
kiile, Verbindungen und/oder Zusammensetzungen und Stoftgemische zu verstehen, die mit den erfindungsgeniaBen Nu- 
kleinsauren, Polypepiiden oder Antikorpem, gegebenenfalls zusammen mit geeignelen Zusatz- und Hilfssloffen, unter 45 
geeignelen Bedingungen in Wechselwirkung treten konnen. Mogliche Interaktoren sind einfache chemische, organische 
oder anorganische Molekule oder Verbindungen, konnen aber auch Peplide, Proleine oder Komplexe davon unifassen. 
Die funklionellen Interaktoren konnen aufgrund ihrer Wechselwirkung die Funktion(en) der Nukleinsauren, Polypeptide 
oder Anlikorper in vivo oder in viu-o beeinflussen oder auch nur an die erfindungsgeniaBen Nukleinsauren, Polypeptide 
oder Anlikorper binden oder mit ihnen andere Wechselwirkungen kovalenter oder nicht-kovalenter Weise eingehen. 50 
[0058] Die Erfindung umfaBt weilerhin einen erfindungsgemiiB hergestellien Test zur Idenlifizierung funktioneller In- 
teraktoren in Zusamnienhang von mil p53-Protein assoziierien Erkrankungen, der niindeslens eine Nukleinsaure, minde- 
stens ein Polypeplid oder mindestens einen Anlikorper gemaB der vorliegenden Erfindung, gegebenenfalls zusanunen 
mit geeignelen Zusatz- und Hilfssloffen, enthalt. Oft kann so das pathologische Verhalten der Zellen in vitro nachgealimt 
werden, und es konnen Substanzen gesucht werden, die das norniale Verhalten der Zellen wieder herstellen und die ein 55 
therapeutisches Potential besitzen. Zudem laiit sich dieses Testsystem zum Screening von Substanzen ausnutzen, die eine 
Inierakrion zwischen dem erfindungsgemaBen Polypeplid und einem funklionellen Interaktor inhibieren. 
[0059] Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung isl auch ein Arzneimitlei zur Indikation, wie z. B. Diagnose und 
Therapie, von mit p53-Prolein assoziierien Erkrankungen, das eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure oder ein erfindungs- 
gemaBes Polypeplid und gegebenenfalls geeignete Zusalz- oder Hilfsslofie enthalt, sowie ein Verfahren zur Herslellung 60 
eines solchen Arzneimiitels zur Behandlung von mit p53-Protein assoziierien Erkrankungen, bei dem eine erfindungsge- 
maBe Nukleinsaure oder ein erfindungsgeiiiaBes Polypeplid mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager forniuliert 
wird. 

[0060] Als Therapeutika und/oder Prophylaktika koinnien insbesondere Inipfsloffe, rekombinante Parlikel oder Injck- 
tionen Oder Infusionslosungen in Betrachi, die als 'Wirkstoff (a) das erfindungsgemaBe TZR-Polypeptid und/oder seine 65 
Derivatc und/oder (b) eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure enthalten und/oder (c) in vitro oder ex vivo erzeugie T-Lym- 
phozyten, die einen spezifisch gegen p53.264-272 gerichtelen TZR enthalten. 

[0061] Fur die gentherapeutische Anwendung beim Menschen isl vor alleni ein Arzneiniittel und/oder rekonibinanter 
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ParJikel geeigneU das die erfindungsgeniaBe Nuklcinsaure in nackler Form oder in Fomi eines der oben beschriebencn, 
gcnihcrapculisch wirksaiiien Vekloren odcr in mil Liposonien bzw. Goldpartikein komplcxiener Form enihall. Der phar- 
niazeulischc Trager isi bei spiels weise eine physiologische Pufferlosung, vorzugsweisc mi! einem pH von ca. 6,0-8,0, 
vontugsweise von ca. 6,8-7,8. Insbcsonderc von ca. 7,4 und/oder einer Osniolariial von ca. 200-400 luilliosmol/Liler, 

5 vor/A]gswcise von ca. 290-310 mi Iliosiiiol/Liler. Zusalzlich kann der phaniiazculische Triiger gecigncle Slabilisaloren, 
wie z. B. Nukleaseinhibitorcn, vorzugsweise Komplexbildner, wie EDTA und/odcr andere dem Fachniann bekannle 
HillssiolTe, enlhallen. 

10062] Bin weilerer Gegensiand der Erfindung beirifli ein Verfahren zur Ilerslellung eines Polypeplids zur Diagnose 
und/oder Bchandlung von mil p5-^-Prolein in Zusammenhang siehenden Hrkrankungen oder zur Idenlifizierung von 
10 phariuakologisch akliven Subsianzen in einer geeigneien Wirtszclle, das dadurch gekennzeichnet isi, daB eine erfin- 
dungsgemaGe Nuklcinsaure auf geeignete Weise cxprimierl wird. 

[0063] Das Polypeptid wird so beispielsweise durch Expression der erfindungsgemaBen Nuklcinsaure in einem geeig- 
neien Rxpres.sionssyslem, wie oben bereiis heschrieben, nach dem Fachinann allgeniein bekannien Melhodien hergeslellL 
Als Wriszellen eignen sich beispielsweise die E.-coli-Slamme DHS, HBlOl oder BL21, der Hefeslainm Saccharomyces 
15 cerevisiae, Insektenzellinien, z. B. von Spodoptera frugiperda, oder die tierischen Zellen COS, Vero, 293, HaCaT und 
HeLa, die alle allgemein erhaltlich sind. 

10064] Ein erfindungsgeniaBes Diagnoslikum zur Therapie-Uberwachung enihall das erfindungsgeniaBe Polypepiid 
bzw. die oben naher beschriebenen, iniiimnologisch wirksamen Telle da von. Das Polypepiid bzw. die Telle davon, die 
vorzugsweise an eine Feslphasc, z. B. aus Nilrocellulose oder Nylon, gebunden sind, konnen beispielsweise mil der zu 

20 unlersuchenden KorperflUssigkeiu z. B. BluU in vitro in Beruhrung gebracht werden, urn so beispielsweise mil. Auloim- 
immanlikorpem oder Tumor- und Leukamiezellen reagieren zu konnen. Der Antikorper-Anligcn-Komplex kann an- 
schlieBend beispielsweise anhand niarkierler Antihunian-IgG- oder Antihuman-IgM-Aniikorper nachgewiesen werden. 
Bei der Markierung handell es sich beispielsweise urn ein Bnzym, z. B. Peroxidase, das eine Farbreaktion kalalysiert, 
oder urn eine andere, geeignete Markierung. Die Anwesenheit und die Menge an anwesenden Autoimniunantikorpem 

25 kann soniit iiber die Farbreaktion leichi und schnell nachgewiesen werden. 

[0065] Ein anderes Diagnoslikum zur Therapie-Uberwachung enthalt die erfindungsgemaBen Anlikorper selbsl. Mil 
Hilfc dicscr Anlikorper kann beispielsweise cine Gcwcbcprobc Icichr und schnell daliingchcnd untcrsucht werden, ob 
das betreffende Polypepiid in einer erhohlen Menge vorhanden ist, um dadurch mil p53-Prolein in Zusammenhang sie- 
hende Erkrankungen zu diagnoslizicren und Hinweise zum Therapie-Erfolg zu erhalten. In diesem Fall sind die erfin- 

30 dungsgemaBen Anlikorper beispielsweise mil einem Enzym, wie oben bereits heschrieben, markiert. Der spezifische An- 
likorper- Anligen-Komplex kann dadurch leichi und ebenso schnell uber eine enzymatische Farbreaktion nachgewiesen 
werden. 

[0066] Ein weileres, erfindungsgemaBes Diagnoslikum umfafil eine Sonde, vorzugsweise eine DNA-Sonde, und/oder 
Primer. Dies eroffnel eine weitere Moglichkeil, die erfindungsgeniaBen Nukleinsauren, zum Beispiel durch die Isolie- 
35 rung aus einer geeigneien Genbank anhand einer geeigneien Sonde, zu erhalten (siehe z. B. Sainbrook el al. 1989, "Mo- 
lecular Cloning. A Laboratory Manual" 2"*^ edn., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY Kapilel 8, 
Seite 8.1 bis 8.81: Kapilel 9. Seile 9.47 bis 9.58 und Kapilel 10. Seile 10.1 bis 10.67). 

[0067] Als Sonde eignen sich beispielsweise DNA- oder RNA-Fragmenle mil einer Lange von ca. 100-1000 Nukleo- 
liden, vorzugsweise mit einer Lange von ca. 200-500 Nukleoliden, insbesondere mil einer Lange von ca. 300-400 Nu- 
40 kleotiden, deren Sequenz aus den Polypeptiden gemaB den SEQ ID Nr. 1 bis SEQ ED Nr. 5 des Sequenzprotokolls abge- 
leiiei werden kann. 

[0068] Aliemaliv konnen anhand der abgeleileten Nukleinsauresequenzen Oligonukleotide synlhelisiert werden, die 
sich als Primer fur eine Polymerase Ketienreaktion eignen. Als Primer eignen sich beispielsweise DNA-Fragmente mil 
einer Lange von ca. 10-100 Nukleoliden, vorzugsweise mit einer Lange von ca. 15 bis 50 Nukleoliden, insbesondere mit 

45 einer Lange von 20-30 Nukleoliden, deren Sequenz aus den Polypeptiden geniaB den SEQ TD Nr. 1 bis SEQ ID Nr. 5 des 
Sequenzprotokolls anhand der enlsprechenden cDNA-Sequenzen gemaB dem genetischen Code abgeleilel werden kann. 
[0069] Der Begriff "kodierende Nukleinsaure" bezieht sich auf eine DNA-Sequenz, die fiir ein isolierbares, bioakti ves, 
erfindungsgemaBes Polypepiid oder einen Precursor kodieri. Das Polypeptid kann durch eine Sequenz in voller Lange 
Oder jeden Teil der kodierenden Sequenz kodiert werden, solange die spezifische, beispielsweise enzyrnadsche Akd vital 

50 erhalten bleibl. 

[0070] Es isi bekannt, daB kleine Veriinderungen in der Sequenz der erfindungsgemaBen Nukleinsiiuren vorhanden sein 
konnen, zum Beispiel durch die Degenerierung des genetischen Codes, oder daB nicht-translatierle Sequenzen am 5 - 
und/oder 3'-Ende der Nukleinsaure angehangl sein konnen, ohne daB dessen Akti vital wesenllich verandert wird. Diese 
Erfindung umfaBl deshalb auch sogenannte "funkiionelle Variant en" der erfindungsgemaBen Nukleinsauren. 
55 [0071] Mit dem Begriff "funktionelle Varianten" sind alle DNA-Sequenzen bezeichnel, die komplementar zu einer 
DNA-Sequenz sind, die unter stringenlen Bedingungen mil einer abgeleileten Referenzsequenz oder Teilen davon, ins- 
besondere der hypervariablen V(D).TC-Region, hybridisieren und eine zu dem enlsprechenden, erfindungsgemaBen Po- 
lypepiid ahnliche oder idenlische Aklivital aufweisen. 

[0072] Unter "stringenlen Hybridisierungsbedingungen" sind solche Bedingungen zu verstehen, bei denen eine Hybri- 
60 disierung bei 60°C in 2,5 x SSC-PuflFer, gefolgl von mehreren Waschschritten bei 37%' in einer geringeren Pufferkon- 
zenU*alion erfolgl und stabil bleibl. 

[0073] Unter dem Begritf "funktionelle Varianten" im Sinne der vorliegenden Erfindung verstehi man Polypeptide, die 
funktionell mit den erfindungsgeniaBen Polypeptiden verwandtsind, d. h. Siruktunnerkmale der Polypeptide aufweisen. 
Beispiele funktioneller Varianten sind die enlsprechenden Polypepude, die aus anderen Organismen als der Maus, also 
65 dem Menschen, bzw. vorzugsweise aus nichi menschlichen Saugetieren, wie z. B. Afifen, Schweinen und Raiten oder 
auch Vogeln, z. B. Huhnem, slamnicn. Andere Beispiele funktioneller Varianten sind Polypeptide, die durch unler- 
schiedliche Allele des Gens in verschiedenen Individuen oder in verschiedenen Otganen eines Organismus kodieri wer- 
den. Funktionelle Varianten im Sinne der vorliegenden Erfindung sind insbesondere Polypeptide, die das gleiche Epitop 
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dcs p53-Proieins erkennen, wie der TZR der vorliegcndcn Erfindung. Iin weiieren Sinne versielil man darunler auch Po- 
lypeptide, die cine Sequenzhoniologic, insbesondcre einc Scqucnzidenlilal, von ca. 70%, vorzugsweise ca. 80%, insbe- 
sondcre ca. 90%, vor allciii ca. 95%, zu dciti Polypepiid mil dor Aniinosauresequenz geiiiaG einerder SEQ ID Nr. ] bis 
SEQ ID Nr. 5 und/odcr zu anhand der Pepiidsequenzen abgcleileten DNA-Scquenzcn aufwcisen. Dazu zahlen auch De- 
letionen, Inversionen, Addilioncn, Subslilutionen, Inseriionen sowie cheiiiischc und/oder physiknlische Modinkalionen 5 
Oder Teile des Polypepiids im licreich von ca. 1-60, vorzugswcise von ca. 1-30, insbesondcre von ca. 1-15, vor alleni 
von ca. 1-5 Aniinosauren. Beispielsweise kann die crsle Aniinosaure Melhionin lehlcn, ohne daB die Funklion des Po- 
lypepiids wesenilich verandcrl wird. 

I0074J Die Eriindung soil nun wciler anhand der bcigefiiglen Beispiele und Figuren erliiulcrl wcrdcn, ohne durch diese 
eingeschranki zu werden. Es zeigi: lo 
1 0075] Fig. 1 Schema der Primerposilionen zur Praparation der Vollangen der TZR-a-Kelle: 

[0076] Fig. 2 Darslcllung der praparierten TZR-Keilen. Die Nonienklalur ertblgie fur die variablen Segmenle (V al- 
pha/hela) nach Arden el al. ("Tinniunogenetics", 1995, 42: 501-530), fiir die J-Segrnenie und die Konslanien Donianen 
nach der Im-niunoGeneTics-Daienbank (htlp:// inigl.cines.fr:8104). Die TZR-Keiien Va3, Val3, V33 und V|J3CpO 
sind, bezogen auf ihre Sequcnz, produktiv; Vpl hingegen weisi einen Fraiiie-Shifl in der Rekombinationsregion V-D-J 15 
und is! nachfolgend nichl produktiv fiir ein TZR-beta-Kellen-Polypepiid. C|30 stelll die durch allemalives Splicing enl- 
siandene Insertion dar. Die konsianle Doiiiane der Vpl-Kelle konnle keiner Subfaniilie zugewiesen werden, da aus- 
schlicBlich die iiunkierie Fomi praparien wurde und daniil keine Dificrenzierung nioglich war, 
[0077] Fig. 3 Posilionen der Primer zur Praparation der trunkierlen TZR-P-Kel1en im Rahmen der 5'-RACE-PCR. 
[0078] Fig. 4 Darstellung dcs viralen Veklors pBullet AV03 zur Expression der Wiidtyp(Wt)-nmrine(rnu)-TZR-Va3- 20 
Ketle. Die Wildlyp-Va3-Keue wurde, wie im Text beschrieben, iiber die Rcsiriklionscnzymschnitlslellcn Ncol und 
BaniHI in den retroviralen VekiorpBullel kloniert. 

[0079] Fig. 5 Darslellung der Wi-mu-TZR-Val3-KeMe, die iiber die Resliiklionsenzymslellen Ncol und Sail, wie be- 
schrieben, kloniert wurde. 

[0080] Fig. 6 Darstellung der funktionellen Wt mu TZR Vp3, in den retroviralen Veklor pBullet kloniert.. 25 
[0081] Fig. 7 Ergebnis der durchnuBzylomeirischen Messung der init deiii leeren Veklor pBullel iransduzierlen PBMZ. 
Es konntc kcin Transgcn (Vp3) nachgcwicscn wcrdcn. 

[0082] Fig. 8 Darstellung derExpression des Transgens Vp3 als Marker fiir rekonstitution der niu-TZR-Expression auf 
huinanen PBMZ, die durchfluBzytomelrisch nachgewiesen werden konnte. Die Expression isl, wie erwarlei. ausschlicB- 
lich fiir Zellen, die zusatilich den CT)3-Komplex exprimieren, zu zeigen. 30 
[0083] Fig. 9 Darslellung der Expression der Kombination Val 3 Vp3 ahnlich Fig. 8; die Deteklion des Transgens Vp3 
lafit auf Rekonslitution der murinen TZR-Expression auf hunianen PBMZ schlieBen. 

[0084] Fig. 10 Durchflusszytometiische Darstellung mit Va3 Vp3 transduzierler, humaner PBMZ; gezeigl isl cine An- 
farbbarkeit fur HLA-A2.1-pi3(264-272)-PE-Tetranier, die auf Expression eines p53(264-272)-spezifischen und HLA- 
A2. 1-reslringierlen TZR auf den humanen PBMZ hinweist. 35 

SEQ ID Nr. 1: "Va3": produktive, funktionelle Maus-a-Kette (muva-muca); (siehe Fig. 2): 

SEQ ID Nr. 2: " Val3": produktive Maus-a-Ketie (muva-muca); (siehe Fig. 2); 

SEQ ID Nr. 3: "Vpi": nicht produktive, nicht funktionelle Maus-P-Kelle (muvP-nmcP); (siehe Fig. 2); 

SEQ ID Nr. 4: " Vp3": produktive, funktionelle Maus-P-Ketie OnuvP-mucP); (siehe Fig. 2); 40 

SEQ ID Nr. 5: "Vp3Cb0": splicing-Variante von Vp3 mil. CbO-Inseriion vorCbl; (siehe Fig. 2); 

SEQ ID Nr. 6: Primer GSP-1 (iev_R_a_SPl) 

SEQ ID Nr. 7: Primer GSP-2 (rev_R_a_SP2) 

SEQ ID Nr. 8: Primer GSP-3 (rev_Asc_aTCR_cl .2) 

SEQ ED Nr. 9: Primer GSP-4 (re v_Asc_bTCR_c2) 45 
SEQ ID Nr. 1 0: Primer GSP-5 (re v_bTCR_c4) 
SEQ ID Nr. 11 : Primer GSP-6 (rev_Asc_bTCR_c6) 
SEQ ID Nr. 12: Va3: Primer Forward (for_Va3-NcoI_l) 
SEQ ID Nr. 13: Vp3(Cp0): Primer Forward (for_Vb3-NcoI_l) 

SEQ DD Nr. 14: Val3: Primer Reverse (for_Val3-NcoI_l) 50 



Beispiele 

[0085] Die Praparation cytosolischer niRNA wurde unter der Verwendung des kauflich erhalllichen QIAprep Miniprep 
(QIAGEN, Hilden, Gennany) gemafi Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Die 5'RACE-PCR wurde unter der \ferwen- 5*5 
dung des kauflich erhaldichen RACE-l^'R-Kit (Roche Molecular Diagnostics) gemaB Protokoll des Herstellers durch- 
gefuhrt. Die reverse Transkription wurde altemativ zur reversen Transkription innerhalb des RACE-PCJR-Proiokolls mit 
display TIIERMO-RT (Display Systems Biotech, Vista, CA,. USA) durchgel^hrt. Zur Klonierung in die Vektoren 
pCR®2.1-T0P0® und pCR^XL-TOPO® wurden die ent^prechenden Kits (Invitrogen, Niederlande) gemaB ProlokoU des 
Herstellers verwendet. Die Zytoioxizitat.stest.s erfolgten nach deni in Theobald et al. ("Targeting p53 as a general tumor 60 
antigen", 1995, "Proc. Natl. Acad. Sci.MJSA 92, 11993-11997) beschriebenen Verfahren. 

1. Klonierung der a-TZR-Ketten 

[0086] Nach Extraktion der mRNA aus einem p53.264-272-spezifischen, HLA-A2.1-restringierten Maus-ZTL-Klon 65 
wurde uber 5'-RACE-PCR (Boehringer Mannheim, Gemiany) miticls der selbsi designicn, Gcn-spezifischen Primer 
(SEQ ID Nr. 6 bis SEQ ID Nr. 14) die Vollangen-a-TZR-Kette isoliert. Zur Erhohung der Spezifitat wurde das DNA-In- 
tennediat (ca. 1100 Bp) vor der zweiten PCHl (Nested P(!R) aus einem Agarose-( Jel prapariert. Die etwa 1000 Bp groSen 
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Produktc wurden nachfolgcnd in das pCR®-XL-TOPO®-Vekiorsysieni nach Angaben des Herstellers klonieri und se- 
quenzicri. 

[0087] Die Orientierung dcr Priiiier und die Klonierung dcr alpha- Kelle isl scheinalisch in Fig. 1 gezcigl. Die Gen-spc- 
zifischen Prinier zur Aniplifikalion dcr gcsaiiiien, kodogenen Region der TZR-a-Kelie wurden so gewahli, daB sie in dcr 
3'-nichl-kodogenen Region (UTR) paarfcn. Der Gen-spezifische Primer GSP-3 (SEQ ID Nr. 8), der abschlicRend auf 
deni Siop-Codon paarl, fiigl durch seinen 5'-Ubcrhang kiinsilich eine Ascl-Siie ein. Die Sequcnzen der Genspezifischen 
Primer wurden durch Vergleich publizierter Maus-TZR-a-Keiien-Sequenzen und Auswahl geeigneier Bereiche cmiil- 
leh. 

2. Klonierung dcr irunkierien TZR-p-Keiien 

[0088] Zur Klonierung der TZR-p-Ketic wurde wie bei der a-Ket.te verfaliren; jedoch konnlen hier keine Gen-spczifi- 
schen Primer dienen, die auRerhalb dercodogenen Region paarten, da verschicdene Gene der konstanten Domane derp- 
Kelte existieren, Daher iiiuBle ein 3'-lrunkierles Produk! generiert wcrden, wozu ebenfalls die 5'-RACE-PCR benuizi 
wurde, welches sequenzierl wurde. Das Produkl der erslen PGR ergab in der Geleleklrophorese keine deulliche Bande, 
wurde aber dennoch aus deni Gel extrahien und der Nested PGR zugefiihrl. Die resullierende Doppelbande wurde nach- 
folgend in das TOPO®-Veklorsysteni (Invilrogen) kloniert. 

3. Analyse dcr TZR-KeUen-Sequenzen 

[0089] Durch Sequenzierung der PGR-Produkte konnlen fiinf verschicdene TZR-Ketlen-kodierende Sequenzen unler- 
schieden werden: 

1. Va3: produktive TZR-a-Ketle, funktionell (SEQ ID Nr. 1); 

2. Val3: produktive TZR-a-Kette (SEQ ID Nr. 2); 

3. Vpi: durch fehlerhafles Rearrdngemenl (Vpi — D bela: fraiiieshiiT) nichl produklive P-KetLe, nichl funklionell 
(SEQ ID Nr. 3); 

4. Vp3: produktive P-Ketle, funktionell (SEQ ID Nr. 4), und 

5. Vp3CP0: splicing- Variante von Vp3 iiiit GpO-Insertion vor Gpl (SEQ ID Nr. 5). 



4. Klonierung der produktiven Ketten in das retrovirale Vektorsystem pBuIlet 

[0090] Aus den erhaltenen Sequenzen lieBen sich fur jede Ketle Prinier ableiten, die ini 5'-Bereich paaren. Diese wur- 
den derart modifizierl (siehe SED ED Nm. 12-14), daB sich durch eine PGR eine Ncol-Site (CGATGG) uin das Stmlco- 
don ATG einfugen lieS, wodurch im Fall der a-Ketten das zweile Basenlriplett und dadurch die zweite Aniinosaure nio- 
difiziert wurde. 

[0091] Zur Klonierung in den retroviralen Vektor pBullet wurde zunachst emeul inRNA revers transkribiert (display- 
THERMO-RT, vgl. S. 20), diesmal jedoch mil einem ohgo-dT-Primer (dispIayTHERA40-RX vgl. S. 20), der im poly-A- 
tail der RNA paarte, wodurch ein reverses Transkript. (einzelstrangige cDNA) der gesainlen RNA entsland. Dieses dienle 
in einer nachfoigenden PGR als Malrize. 

4.1 Klonierung Va3/13 

[0092] Die Klonierung der TZR-a-Ketlen erfolgte nach oben beschriebener, reverser Transkription und PGR, in der die 
flankierenden Ncol- und Sall-Sites eigefiigt wurden. pBullet und Insert wurden Ncol- und SalT-verdaut, und das Insert 
(Va3A^al3) wurde nach Standardnielhodik einligiert. Nach Trans foniiation kompelenter Baklerien wurden posilive 
K4one sequenziert. Ein fehlerloser Val3-Klon wurde fUr weitere Versuche gewahlt. Da die Ausbeute verwertbarer Klone 
fur Va3 gering war und einer dieser bis auf einen Fehler im Siopcodon akzepiabel war, wurde dieser zur Rekonstitulion 
des Siop-Godons nochnials in ein bestehendes Plasmid liber eine Ncol-Austauschkonierung umklonien, wobei die 3'- 
flankierende "site" in diesem Fall eine BainHI-spezifische war. 

4.2 Klonierung Vp3 

[0093] Zur Klonierung der P-Kelte (Vp3) wurde die kodierende Nukleinsaure nach der PGR abennals in den pGR®XL- 
TOPO® kloniert, um von dort aus in den Vektor pBullet umkloniert zu werden. Dazu wurde ein geeigneier Klon selektiert 
und zunachst durch einen Ascl-Verdau linearisien. Gleichsam wurde der leere Vektor pBullet durch einen Xhol-Verdau 
linearisiert Daraufhin wurden beide "sticky" geschnittenen Enden durch die T4-DNA-Polymerase in Anwesenheil von 
dNTPs zu "blunt"-Enden aufgefullL Dann erfolgte ein partieller Ncol-Verdau des vp3-Klons, da WildtypTZR uber eine 
interne NcoT-Site verfugen und diese bei jenem Verdau nicht geschnitten werden darf und gleichsam ein kompletter 
Ncol-Verdau des leeren Vektors. Nach Gel-Eleklrophorese und Exiraktion des NcoI-VollangeVp3-blunl und des blunt- 
pBullet-leer-NcoI-Fragmenis erlblgte die Ligation des Inserts und des Vektors. Mitdem Ligationsproduki transformierte 
Bakterienklone wurden sequenziert.. 

5. Transduktion humaner PBMZ 

[0094] Nach Etablierung in den retroviralen Vektor pBullet inserierier Vollangen-TZR-Konslrukte wurden diese Plas- 
mide nach dem Fachinann bekannlen Methoden in Bakterienkulturen amplifiziert und praparieit. Diese wurden in Koin- 
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bination mil den fur die Slruklurproieine gag, pol und GALV-env kodierenden Plasniiden in die eiiibryonalc Nierenzel- 
linie 293T uber ('a3(P04)2-Translx:klion iransfizieri. Es wurden Iblgcndc Kombinalionen iransfizierl: 

1 - pBuUei + pHrr60 + pC^OLT-GaLV 

2 - pBulIel AV03 + pBullei B V03 + pHmO + pCOLT-GALV 

3 - pBullel AVI 3 + pBullci BV03 + pHIT60 + pCOLT-GALV 

[0095] Diese iransienic Transfcktion (keine eingefuhnen Selekiionsniarker) fuhne nach eiwa 24 h zur Produkiion von 
GALV-pscudoiypisiertcn, relroviralen Paxlikeln, die durch Ko-Kultivierung der virusproduzierenden 293T-Zellen 
(2500 rad beslrahll) mil 0KT-3(a-hu CD3)-aklivierten, HLA-A2-posiliven PBIVIZ gesundcr Spender, zur Infekiion die- 
ser PBMZ genutzt wurden. Die Transduklionscffizien?. wurde elwa eine Wochie nach dreilagiger Kokull.ivierung und Hx- 
pansion durch Durchflufizylomelrie evaluiert, und nach weilerer Expansion konnle die lylische Reaklivilat geleslel wer- 
den. 

6. FACS-Untersuchung fransduzierler PBMZ 

[0096] Zur Evaluierung dcr Transdukiionseffizienz wurden Zellcn init der TZR-Ketien-Koitibination Va3Vp3, 
Val3Vp3 und auch soiche, die nur iiiit deni Expressionsvektor pBuIleU der kein Transgen cnlhielu mil der Technik der 
DurchfluRzyloinelrie geniessen. Dazu wurden 106ZeIlen laul Herslellerangaben mil 1 pg anti-niuT('R-VP3-Anlikorper 
(BD Phaniiingen, Heidelberg) und anli-huCD3-Anlik6rper fiir 30 Minulen bei Raunilemperatur gefarbl und durchfluS- 
zytometriscii geniessen. Fig. 8 und 9 zeigen, dafi sowohl die mil der Koinbinalion aus V<x3Vp3 als auch die niit der aus 
Val3Vp3 positiv fur CD3 und niuTCRVp3 anfarbbar waren, was als Hinweis auf ineinbranstandige Expression des p- 
Ketlen-Transgens hinwies. Nichi positiv fur Vp3-0berflachen-Transgen hingegen war die Negalivkontrolle pBuLlel ohne 
Transgen. 

[0097] Urn wcilcrhin die Rckonstilution dcr Anligcnspczifital durchfiuBzytoinclrisch zu bcsUiiimcn, wurden \(f Zcl- 
len mil 0,375 ^ig A2-p53(264-272)-PE-Telranier (60 Minuten auf Eis) und anti-huCDS-FITC (15 Minulen auf Eis) ge- 
farbl und durchfiuBzylonielrisch geniessen. Exeniplarisch isl die Farbung zuvor positiv fur niuTCR-Vp3-FACS-sorI.ier- 
ter, mil. der Konibinalion Va3 VP3 Iransduzierter PBMC gezeigl (siehe Fig, 10). 

7. Zytolylische Aktivilal Iransduzierter PBMZ 

[0098] Die lytische Reaklivitiit reUroviral Iransduzierter, huniaiier PBMZ wurde durch Zytotoxizitatsiests evaluiert. Die 
transduzierten PBMZ wurden in einem Standard-Chromfreisetztungstest getestet, wobei zuni einen peptidbeladene T2- 
Zellen, als auch die p53-Defektniutante Saos-2 und deren mut (143 V A) p53 Transfektante Saos- 2/143 eingesetzt 
wurden. Die Zielzellen, die alle den HLA-A2.1-Phanotyp besaBen, wurden zusatzHch in zwanzigfacheni tJberschuB 
Nicht-Chrom-markierter K562-2^11en versetzt, die als sogenannles "cold target" selektiv als NK-Zell-Zielzellen dienten 
und soniit die unspezifische NK-Zell-venniltelie Lyse der Tumorzellen verringerlen. Das eingesetzte Verhaltnis von Ef- 
fektor-zu-Zielzellen (E : Z) war 30. 

[0099] Es ist eine fiir das p53-PolypepLid spezifische Reakiion der mil der Kombination Va3Vp3 transduzierten 
PBMZ zu erkennen. AuBerdeni wird endogen prozessiertes und in Kontext von HLA-A2.1 prasentiertes, p53-abgeleite- 
tes Peptid erkannt (Saos- 2/143), was als notwendige Voraussetzung zur Lyse p53-uberexprimierender Tumorzellen gilt. 
Eine Lyse der Negativkontrolle Saos-2 lieB sich fur keine Effekiorzellen zeigen. Nachfolgende Tabelle 1 slelll exenipla- 
risch die gemessene, spezifische Lyse verschiedener Zielzellen dar. Weiter konnte eine spezifische Lyse maligner Zelli- 
nien nachgewiesen werden (nicht gezeigt). 

Tabelle 1 
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ZieIzeIIe\Effektor 


pBullet 


Va3yp3 


Val3Vp3 




T2+FluMI 


9 


20 


19 


T2+p53.264-272 


6 


88 


5 


Saos-2 


4 


6 


7 


Saos-2/143 


1 


31 


4 
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Angaben in % spezifischer Lyse, Verhaltnis E:Z = 30:1 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Stanislawski, Thomas 

<120> Polypeptide eines p53-Protein spezif ischen, murinen 
alpha/beta T-Zell Rezeptors, diese kodierende 
NukleinsSuren und deren Verwendung 

10 <130> uniai30001-P53 

<140> 
<141> 

15 <160> 14 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
' <211> 269 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
25 <4 00> 1 

Met Leu Leu Ala Leu Leu Pro Val Leu Gly lie His Phe Val Leu Arg 
15 10 15 

Asp Ala Gin Ala Gin Ser Val Thr Gin Pro Asp Ala Arg Val Thr Val 
30 20 25 30 

Ser Glu Gly Ala Ser Leu Gin Leu Arg Cys Lys Tyr Ser Tyr Ser Gly 
35 40 45 

Thr Pro Tyr Leu Phe Trp Tyr Val Gin Tyr Pro Arg Gin Gly Leu Gin 
50 55 60 

Leu Leu Leu Lys Tyr Tyr Ser Gly Asp Pro Val Val Gin Gly Val Asn 



40 



65 70 75 80 

Gly Phe Glu Ala Glu Phe Ser Lys Ser Asn Ser Ser Phe His Leu Arg 
85 90 95 

45 Lys Ala Ser Val His Trp Ser Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Val Leu 
100 105 110 

Ser Glu Asp Ser Asn Tyr Gin Leu lie Trp Gly Ser Gly Thr Lys Leu 
115 120 125 

50 

lie lie Lys Pro Asp lie Gin Asn Pro Glu Pro Ala Val Tyr Gin Leu 
130 135 140 

Lys Asp Pro Arg Ser Gin Asp Ser Thr Leu Cys Leu Phe Thr Asp Phe 

145 150 155 160 

Asp Ser Gin lie Asn Val Pro Lys Thr Met Glu Ser Gly Thr Phe lie 
165 170 175 

60 

Thr Asp Lys Thr Val Leu Asp Met Lys Ala Met Asp Ser Lys Ser Asn 
180 185 190 

Gly Ala lie Ala Trp Ser Asn Gin Thr Ser Phe Thr Cys Gin Asp lie 
65 195 200 205 
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Phe Lys Glu .Thr Asn Ala .Thr Tyr Pro Ser Ser Asp Val Pra Gys Asp 
.210 ' • . : ' .215 • • 220 

Ala Thr Leu fhr Glu Lys Ser Phe Giu Thr Asp Met Asn Leu" Asn* Phe 

225 ■ • . 230.. . 235 . . . 240 

'Gin Asn Leu Ser Val Met Gly Leu Arg lie Leu Leu Leu Lys ■■ Val Ala 
• . "24 5 ..." ■ 250 ".^ . ' .255 ' 

Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser 
260 265 



<210> 2 
<211> 262 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400> 2 

Met Phe Leu Trp Leu Gin Leu Asp Gly Met Ser Gin Gly Glu Gin Val 
15 10 15 

Glu Gin Leu Frc Ser He Leu Arg Val Gin Glu Gly Ser Ser Ala Ser 
20 25 30 

He Asn Cys Ser Tyr Glu Asp Ser Ala Ser A.sn Tyr Phe Pro Trp Tyr 
35 40 45 

Lys Gin Glu Pre Gly Glu Asn Pro Lys Leu He He Asp He Arg Ser 
50 55 60 

Asn Met Glu Arg Lys Gin He Gin Glu Leu He Val Leu Leu Asp Lys 
65 70 75 80 

Lys Ala Lys Arg Phe Ser Leu His He Thr Asp Thr Gin Pro Gly Asc 
85 90 95 

Ser Ala Met Tyr Phe Cys Ala Ala He Phe Gly Gly Ser Asn Ala Lys 
IOC 105 110 

Leu Thr Phe Gly Lys Gly Thr Lys Leu Ser Val Lys Ser Aon He Glr. 
n5 120 ^ 125 

'Asn Pro Glu Pro Ala Val Tyr Gin Leu Lvs Asp Pro Arg Ser Asc 
130 135 140 

Ser Thr Leu Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser G.-.n He Asn Val Pro 
145 150 155 160 

Lys Thr Met Giu Ser Gly Thr Phe He Thr Asp Lys Thr Val Leu Asp 
165 170 175 

Met Lys Ale Met Asp Ser Lys Ser Asn Gly Ala He Ala Trp Ser Asn 

180 185 19C 

Gin Thr Ser Phe Thr Cys Gin Asp He Phe Lys Glu Thr Asn Ala Thr 
195 200 205 

Tyr Pro Ser Ser Asp Val Pro Cys Asp Ala Thr Leu Thr Glu Lys Ser 
210 215 220 

rr.o Glu Thr Asc Xe*: Asr. I.e- A.sn Phe '?.lr. hsr. Leu Ser Val Met 'Jlv 
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"225 • * ■ • 230 • 235 .240. 

Leu Arg lie Leu lie.u Leu- Lys' Var.Ala Gly Phe Asri Leu .Leu Met' Thr. 
• -245 ' .'250 .255 

Leu'Arg Leu Trp Ser .Ser 
; ■ * 260 . 



IS 



30 



40 



45 



50 



<210> 3 
<211> 131 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 



<400> 3 

Met Ser Cys Arg Leu Leu Leu Tyr Val Ser Leu Cys Leu Val Glu Thr 
20 1 5 10 15 

Ala Leu Met Asn Thr Lys lie Thr Gin Ser Pro Arg Tyr Leu lie Leu 
20 25 30 

Gly Arg Ala Asn Lys Ser Leu Glu Cys Glu Gin His Leu Gly His Asn 
35 40 45 

Ala Met Tyr Trp Tyr Lys Gin Ser Ala Glu Lys Pro Pro Glu Leu Met 
50 55 60 

Phe Leu Tyr Asn Leu Lys Gin Leu lie Arg Asn Glu Thr Val Pro Ser 
65 70 75 80 

35 Arg Phe lie Pro Glu Cys Pro Asp Ser Ser Lys Leu Leu Leu His lie 

85 90 95 

Ser Ala Val Asp Pro Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Ser Ser 
100 105 110 



Pro His Arg Gly Thr Met Leu Ser Ser Ser Ser Asp Gin Gly His Asp 
115 120 125 

Ser Pro Ser 
130 



<210> 4 
<211> 306 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
55 <400> 4 

Met Ala Thr Arg Leu Leu Cys Tyr Thr Val Leu Cys Leu Leu Gly Ala 
15 10 15 

Arg lie Leu Asn Ser Lys Val lie Gin Thr Pro Arg Tyr Leu Val Lys 
60 20 25 30 

Gly Gin Gly Gin Lys Ala Lys Met Arg Cys lie Pro Glu Lys Gly His 
35 40 45 

65 Pro Val Val Phe Trp Tyr Gin Gin Asn Lys Asn Asn Glu Phe Lys Phe 
50 55 60 
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..Leu lie Asn Phe; Gin ftsn.Gin GLu Val Leu Gin Gin- lie Asp. Met- Thr 
65 -70 ■ 75 • • ■' 80 . 

•Giu Lys Arg Phe Ser Ala Glu Cys Prxi Ser- Asn S.er Pro Cys Ser Leu- 
* . 85.. ■ -90- • 95 

Glu li.e Gin Ser Ser Glu Ala, Gly Asp Ser A1& Leu Tyr Leu Cys Ala- 
' •.. 100 . . ^ 105 '* .* • ■ ■ • 110 . 

Ser Ser Leu Ser Gly Gly Gly Thr Glu Val Phe Phe Gly Lys Gly Thr 
115 120 125 

Arg Leu Thr Val Val Glu Asp Leu Arg Asn Val Thr Pro Pro Lys Val 
130 . 135 140 

Ser Leu Phe Glu Pro Ser Lys Ala Glu lie Ala Asn Lys Gin Lys Ala 
145 150 155 160 

Thr Leu Val Cys Leu Ala Arg Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu 

165 170 175 

Ser Trp Trp Val Asn Gly Lys Giu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp 
180 185 190 

Pro Gin Ala Tyr Lys Glu Ser Asn Tyr Ser Tyr Cys Leu Ser Ser Arg 
195 200 205 

Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp His Asr. Pro Arg Asn His Phe Arg 
210 215 * 220 

Cys Gin Val Gin Phe His Gly Leu Ser Glu Glu Asp Lys Trp Pro Glu 

225 230 235 240 

Gly Ser Pro Lys Pro Val Thr Gin Asn He Ser Ala Giu Ala Trp Gly 
245 250 255 

Arg Ala Asp Cys Gly lie Thr Ser Ala Ser Tyr Gin Gin Gly Val Leu 
260 255 270 

Ser Ala Thr He Leu Tyr Glu He Leu Leu Gly Lys Ala Thr Leu Tyr 
I"5 280 285 

Ala Val Leu Val Ser Thr Leu Val Val Net Ala Met Val Lys Lys Lys 
29C 295 300 

Asn Ser 
305 



<210> 5 
<211> 330 
<212> PRT 

<213> Mus musculus 
<400>- 5 

Met Ala Thr Arg Leu Leu Cys Tyr Thr Val ' Leu Cys Leu Leu Glv Ala 
1 5 10 15 

Arg He Leu Asn Ser Lys Val He Gin Thr Pro Arg Tyr Leu Val Lys 
20 25 30 

Gly ^'Ir. "Vy '~,:r. Lys hla Lys Kez :-.r7 Cys Pro Glu Lys Gly His 
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35 



4.0-: 



45- 



"Pro- Val -Val. Phe Trp Tyr Gin* Gin Asn Ljfs Asn-Asn Glu Phe Lys Phe- 
50 • . • " . 55 ' . . ' ..' ..60 ' ■ ■* ." • 

Leu lie Asn Phe Gin Asn- Gin Glu- Val- :Leu- Glri Gin ■ lie Asp Met Thr* 

65 ■' . • • 70. . . \ . ' • 15- ■■ . • ..80.- 

■ Glu liys Arg Phe Ser Ala Glu Cys Pro Ser Asfi Ser Pro Cys Ser Leu 
85 90 95 

Glu lie Gin Ser Ser Glu Ala Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Leu Cys Ala 
100 105 110 

Ser Ser Leu Ser Gly Gly Gly Thr Glu Val Phe Phe Gly Lys Gly Thr 
115 120 125 

Arg Leu Thr Val Val Gly Leu Arg Leu Ser Tyr Ala Ser His His Ser 
130 135 140 

Ser Leu Thr Ser Gin Cys Arg Ser Glu Cys Gly Thr Ser Glu Asp Leu 
145 150 155 160 

Arg Asn Val Thr Fro Pro Lys Val Ser Leu Phe Glu Pro Ser Lys Ala 
165 170 175 

Glu lie Ale Asn Lys Gin Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ala Arg Gly 
180 185 190 

Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu 
195 200 205 

Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gin Ala Tyr Lys Glu Ser Asn 
210 215 220 

Tyr Ser Tyr Cys Leu Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp 
225 230 235 240 

His Asn Pro Arg Asn His Phe Arg Cys Gin Val Gin Phe His Gly Leu 
245 250 255 

Ser Glu Glu Asp Lys Trp Pro Glu Gly Ser Pro Lys Pro Val Thr Cln 

260 265 270 

'Asn He Ser Ala Glu Ala Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly He Thr Ser 
275 280 285 

Ala Ser Tyr Gin Gin Gly Val Leu Ser Ala Thr He Leu Tyr Glu He 
290 295 300 



Leu Leu Gly Lys Ala Thr Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Thr Leu Val 
305 310 315 320 

Val Met Ala Met Val Lys Lys Lys Asn Ser 
325 330 



<210> 6 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> M'js musculus 
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<40o> 6 . • 

ctctccagca accttcctca • 

.<210> 1 ' 
<211>- 20- 
. <212> DNA 

<213> Mus .muSculus.^ ; 

<400> 7 

ggctcctttt ggcttgaaga 

<210> 8 
<211> 34 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 8 

aggcgcgcct tcaactggac cacagcctca gcgt 

<210> 9 

<211> 34 

<212> DNA 

<213> Mus ir.usculus 

<400> S 

aggcgcgccx: tcaggaatty tttytyttga ccat 

<210> 10 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 10 

ggatctcata gaggatggt 

<210> 11 

<2il> 31 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 11 

aggcgcgcct ggccacttgt cctcccctga a 

<210> 12 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 

<400> 12 

agcatgccat ggtcctggcg ctccc 

<210> 13 

<2il> 27 

<212> DNA 

<213> Mus musculus 
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:<4oa>.i-3 

agcat.gccat ggctacaagg ctcctct 27 



lU 
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<210> 


14 


<211> 


26. 


<212> 


DNA 


<21.3> 


Mus 


<400> 


14 


agcatgccat 
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Palenlanspriiche 



1. Polypept.id eines eine p53-Prolein-spezifische T-Zell-Aniwon venTiiiielndcn, murinen cx/p-T-Zell-Rezepiors ge- 
inaR SEQ ID Nr. 1 bis SEQ ID Nr. 5 oder funkiioneller Varianien oder Teile davon oder dieses kodiercnde Nuklein- 

20 sauren, funktionelle Varianien oder Teile davon. 

2. Fusionsprolein, uinlassend ein Polypeplid geniaB Anspruch 1 oder funktionelle Varianien oder Teile davon oder 
dieses kodierende Nukleinsauren, funktionelle Varianien oder Teile davon. 

3. Fusionsprolein nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB es die ^-Region von CD3 und/oder CDS, CD 16 
oder Teile davon unifaBl, insbesondere die ^-Region von humanem CD3 und/oder CDS, CD 16 oder Teile davon. 

25 4. Fusionsprolein nach Anspruch 2 oder 3, weilerhin einen flexiblen Linker umfassend, insbesondere einen Linker 

der Aiiiinosauresequenz (GGGGS)3. 

5. Fusionsprolein nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB cs sich um cin chiinarcs, zumindcst particll hu- 

iiianisiertes Fusionsprolein handelt. 

6. Fusionsprolein nach einein der Anspriiche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um einen Einzelketlen- 
30 oder Doppelketten-T-ZelJ-Rezep(or handelt. 

7. a- oder P-Ket.le eines T-Zell-Rezeptors, der die Antigen-Erkennungssequenz eines fur die Aininosauren 
264-272 des Proteins p53 oder eines Koiiiplexes von p53 264-272 und HLA-A2-spezifischen Anlikorpers umfaBt. 

8. Polj'peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Polypeptid synthetisch heige- 
stellt worden ist. 

35 9. Nukleinsaure nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine DNA oder RNA, vorzugsweise eine 

DNA, insbesondere eine doppelstrangige DNA, ist niit einer Lange von mindestens 8 Nukleotiden, vorzugsweise 
iTiit mindestens 18 Nukleotiden, insbesondere mil mindestens 24 Nukleotiden ist. 

10. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1, 2 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz der Nuklein- 
saure mindestens ein Intron und/oder eine poly A- Sequenz aufweist. 
40 11. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1, 2, 9 oder 10 in Form ihrer komplemenlaren "antisense"-Sequenz. 

12. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1, 2 oder 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure syn- 
thetisch hergestellt worden ist. 

13. Vektor, vorzugsweise in Fonn eines Plasmids, shuttle- Veklors, Phageniids, Cosmids, Expressionsvektors, re- 
troviralen Vektors, adenoviralen Vektors oder Partikels und/oder gentherapeutisch wirksamen Veklors, umfassend 

45 eine Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1, 2 oder 9 bis 12. 

14. Wirtszelle, transfiziert mit einem Vektor oder infiziert oder transduziert mil einem Partikel gemaB Anspruch 13. 

15. Wirtszelle nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um eine T-Zelle oder eine T-Vorlauferzelle 
oder eine Stammzelle handelt. 

1 6. Wirtszelle nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB sie auf ihrer Oberflache ein Polypeptid oder 
50 Fusionsprolein gemaC einem der Anspriiche 1 bis 8 exprimiert. 

17. Verfahren zur Identifizierung von p53-Protein-spezifischen Anligenen, dadurch gekennzeichnet, daB p53-pra- 
sentierende Tumorzellen oder Fraklionen davon mit einer Wirtszelle gemaB Anspruch 16 unter Bedingungen zu- 
saimnengebracht werden, bei denen die Tumorzellen oder Fraklionen davon nur dann lysiert werden, wenn der Tu- 
mor das p53-Protein-spezifische Antigen prasenliert, fiir welches das prasenLierte Polypeptid oder Fusionsprolein 

55 spezifisch ist. 

1 8. Verfahren zur Herstellung eines gegen ein Polypeptid, Fusionsprolein oder eine Nukleinsaure gemaB einem der 
Anspriiche 1 bis 12 gerichteten Antikorpers, vorzugsweise eines polyklonalen oder monoklonalen Aniikdrpers zur 
Diagnose, Behandlung und/oder Uberwachung der Dehandlung von mit p53-Protein assoziierten Brkrankungen 
und/oder zur Identifizierung von pharmakologisch aktiven Substanzen, dadurch gekennzeichnet, daB ein Antikorper 

60 produzierender Organisnius mit einem Polypeptid oder funktionellen Aquivalenten davon oder Teilen davon mit 

mindestens 6 Aminosauren, vorzugsweise mit mindestens 8 Aminosauren, insbesondere mit mindestens 12 Amino- 
sauren, nach einem der Anspriiche 1 bis 8 oderdiese kodierende Nukleinsauren immunisiert wird. 

19. Antikorper, hergestellt gemaB Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB er gegen ein Polypeptid nach einem 
der Anspriiche 1 bis 8 gerichtet ist. 

65 20. Rekombinanter AndkGrper, dadurch gekennzeichnet, daB er die die Antigen-Erkennungssequenz der a- oder p- 

Kette eines fiir die Aminosauren 264-272 des Proteins p53 oder eines Komplexes von p53 264-272 und HLA-A2- 
spezifischen T-Zell-Rezeptors umfaBl. 

21. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von mit p.53-Prolein assoziierten Erkrankungen, 
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dadurch gekennzeichneu daR mindeslens cine Nukleinsaure, nnndeslens ein Polypeplid, niindeslens einc Wirlszeile 
Oder niindeslens ein Aniikorper nach einein der vorgenannlcn Anspruche zusaninien mil gceigncien Zusalz- und 
Hilfssloffen koinbinicri wird. 

22. Arxneinnllel zur Behandlung von mil p53-Prolein assoziierlen Erkrankungen, dadurch gekennzeichnct, daB es 
inindesicns cine Nukleinsaure, niindeslens cin Polypeplid, niindeslens eine Wirlszclle oder niindeslens eincn Anii- 5 
korper nach eineni der vorgenannlen Anspruche, gegebenenfalls zusanniicn mil. gecignelen Zusalz- und Hiirsslof- 
fen, enlhalt. 

23. Vcrwcndung eincs Arznciniiueis nach Anspruch 22 zur Behandlung von mil p53-Prolcin assoziierlen Erkran- 
kungen. 

24. Verfahren zur Hersiellung eines Tesis zur Auffindung funktioneller Inierakloren in Zusainnienhang mil p53- lo 
Prolein assoziierlen Erkrankungen, dadurch gekennzeichneu daB niindeslens eine Nukleinsaure, niindeslens ein Po- 
lypeplid Oder mindeslens ein Aniikorper nach eineni der vorgenannlen Anspruche zusammen mil geeignelen Zu- 
sal7.- und Hilfssloffen konibinierl wird. 

25. TesI zur Identifizierung funktioneller Inierakloren in Zusammenhang mil p53-Protein assoziierlen Erkrankun- 
gen, dadurch gekennzeichnel, daB er mindeslens eine Nukleinsaure, mindeslens ein Polypeplid oder mindeslens ei- 15 
nen Aniikorper nach einem der vorgenannlen Anspruche, gegebenenfalls zusammen mil geeignelen Zusalz- und 
Hilfssloffen, enlhall. 
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